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La presente invention concerne un procede de production et de multiplication 
de plants de maTs homozygotes pour un transgene conferant la sterilite male, utiles 
pour la production de semences hybrides de maTs. 

La production d'hybrides via « I'hybridation sexuelle » des parents ayant des 
fonds genetiques differents est de grande importance dans la pratique de 
1'agriculture moderne. En effet, le croisement entre plantes de meme espece mais 
non apparentees produit une descendance qui manifeste des caracteres, tels que le 
rendement ou la resistance aux maladies, superieurs a ceux des parents : il s'agit de 
I'effet d'heterosis ou de vigueur hybride. Ainsi la production d'hybrides est-elle 
souvent utilisee afin d'ameliorer a la fois la qualite et le rendement des plantes 
cultivees. 

De plus, ces descendants sont genetiquement uniformes, notamment pour les 
caracteres que sont la productivite, la sensibilite a la verse et a la secheresse, la 
vigueur au depart et la sensibilite aux maladies et aux ravageurs, et done 
interessants pour les agriculteurs. 

Sans intervention humaine, la production d'hybrides est limitee par les 
phenomenes d'autofecondation. La production de semences hybrides necessite 
done de privilegier la fecondation croisee en emp§chant I'autopollinisation par des' 
techniques mecaniques, chimiques ou genetiques. Les differentes voies permettant 
d'empecher I'autofecondation en controjant la pollinisation incluent notamment: 

- la "castration" manuelle, mecanique ou I'inactivation chimique des organes males 
de la plante, 

- I'utilisation d'une plante modifiee presentant une sterilite male nucleaire 
recessive, 

- I'utilisation d'une plante modifiee presentant une sterilite male cytoplasmique 
recessive, 

- I'utilisation d'une plante male sterile nucleaire dominante (sterilite male artificielle 
ou AMS). 

Cependant, certaines de ces techniques ne sont pas totalement efficaces et 
parfois meme difficiles a mettre en ceuvre. 

La "castration" coQte cher et peut provoquer des pertes de rendement en cas 
d'erreur. 



L'efficacite de I'emploi d'agents chimiques. moins onereux, depend des 
conditions environnementales au moment de rapp.ioation du gametocide, ce qui 
amene le producteur de semenoes a prendre des deques considerab.es * cheque 



saison. 



Utilisation d'une plante male sterile nucleaire recessive n'est pas facie a 
mettre en ceuvre, notamment en raison du maintien du caractere male sterile qui 
necessite la selection de plantes males steriles dans les descendants obtenus par 
autofecondation d'une plante heterozygote pour le gene de sterilite male recess* 
Pour etre efficace, ce systeme implique done I'utilisation d'un marqueur etroitement 
lie au gene de sterilite male et facilement identifiable. 

La sterilite male peut etre "acquise", e'est-a-dire qu'elle est independante d'une 
quelconque manipulation genetique par la voie de I'ADN recombinant. On peut 
distinguer la sterilite male cytoplasmique de la sterilite male nucleaire. 

La sterilite male "cytoplasmique" ("CMS") est liee a des changements dans 
^organisation et I'expression du genome mitochondrial, la sterilite male nucleaire 
resulte de mutations dans le genome du noyau de la cellule. Cependant la CMS n'est 
pas complete, 2/1000 des plantes restart fertiles. La perte de la diversite genet.que 
cytoplasmique lorsque les selectionneurs utilisent le meme cytoplasme dans leurs 
programmes de selection peut etre par ailleurs un handicap. 

La sterilite male peut etre "artificieile" ("AMS"), e'est-a-dire qu'elle est induite 
par I'expression d'un gene conferant la sterilite male (gene AMS) qui est insere sort 
dans le genome mitochondrial (st6rilite male cytoplasmique), sort dans le genome 
nucleaire (sterilite male nucleaire). 

Le systeme AMS permet d'eviter les problemes associes aux autres methodes. 
En effet contrairement a la CMS, le systeme AMS ne depend pas de I'existence d'un 
mutant. Le maintien du caractere sterile de la lignee male peut etre obtenu grace a 
['utilisation d'un gene de sterilite male dominant lie a un gene marqueur qui permet la 
selection des plantes males steriles artificielles. 

Le probleme du maintien du caractere male sterile dans une lignee de plantes a 
ete en partie resolu dans la demande de brevet WO 95/34634 qui prevoit le 
croisement ertre une plante heterozygote pour un gene dominant de sterilite male et 
une plante restauratrice de la fertilite puis la selection des semences males steriles. 
Dans cette demande, I'utilisation d'un marqueur, lie au gene restaurateur de la 
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fertifite, influant sur la regulation des genes codant les enzymes de regulation de la 
synthese des anthocyanes permet de differencier par la couleur les semences males 
steriles des semences males fertiles. 

Cependant, le systeme de tri decrit dans cette demande de brevet ne permet 
5 pas de realiser de fagon fiable un tri de semences hybrides 3 grande echelle. 

□'autre part, I'application generate de cette technologie est limitee dans la 
mesure od le choix du marqueur de coloration est conditionne par le genotype de la 
plante contenant le gene de restauration de la fertility. En particulier, seules des 
plantes dont le genotype ne conditionne pas une production visible d'anthocyanine 
10 dans les semences peuvent etre utilisees. 

La presente invention propose done un procede de production et de 
multiplication de plants de maYs homozygotes pour un transgfene conferant la sterilite 
m§le nucleaire artificielle, permettant une production de semences hybrides, et 

15 facilement applicable a grande echelle. Un avantage du procede propose est que 
son application n'est pas conditionnee par le genotype des plantes utilisees. 

Cette approche repose notamment sur ('association du caractere de fertilite S 
up phenotype "petit grain". Le phenotype "petit grain" est preferentiellement obtenu 
par Texpression des genes shrunken 2 et brittle 2 en orientation antisens. Le gene 

20 brittle 2 en orientation antisens code Tune des 2 sous-unites de FADP 
pyrophosphatase, une enzyme intervenant dans la synthese de Tamidon. Le 
fragment a ete obtenu par la technique de RT-PCR h partir d'un extrait d'ARN totaux 
d'epi de maYs et d'apres les donn§es de Genbank (n°acc. S72425). Ce fragment 
represente un ADNc incomplet du gene brittle 2. Le gene shrunken 2 en orientation 

25 antisens code Pautre sous-unite de I'ADP pyrophosphatase. Le fragment a ete 
obtenu par la technique de RT-PCR a partir d'un extrait d'ARN totaux d'epi de maYs 
et selon les donnees de Genbank (n° acc. S72425). Ce fragment contient la 
sequence complete de la region codante du gene shrunken 2. 

L'inhibition de ces deux genes de mutants rides de taille et de poids inferieurs 

30 permet d'obtenir des grains de maYs de taille inferieure. De tels grains peuvent §tre 
facilement tries par tamisage et/ou par une table densim6trique f ce qui permet la 
mise en oeuvre d*une selection fiable, simple, et automatisee et done applicable & 
grande echelle. 
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Dans le cadre de la presente invention, on designe par "heterozygote pour le 
transgene AMS" un plant de ma'fs rendu male sterile par incorporation dans son 
genome d'une seule copie d'un transgene conferant la sterilite male nucleaire 
artificielle ("AMS"). En I'absence d'autre indication, ce plant ne contient pas le gene 
de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". 

Dans le cadre de la presente invention, on designe par "homozygote pour le 
transgene AMS" un plant de ma'fs rendu male sterile par incorporation dans son 
genome de deux copies situees au m§me endroit sur chacun des chromosomes 
freres d'un transgene conferant la sterilite male nucleaire artificielle (AMS). En 
I'absence d'autre indication, ce plant ne contient pas le gene de restauration de la 
fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". 

Par "plant de ma'fs restaurateur de la fertilite comprenant dans son genome un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain"" on 
entend un plant de ma'fs heterozygote ou homozygote pour ledit gene de restauration 
de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". Preferentiellement, ledit 
plant de ma'fs est heterozygote. En I'absence d'autre indication, ce plant ne contient 
pas de transgene conferant la sterilite male nucleaire artificielle (AMS). 

Par "plant de ma'fs comprenant dans son genome un transgene AMS" on 
entend un plant de ma'fs heterozygote ou homozygote pour ledit transgene AMS. 

Par "plant de ma'fs de genotype sauvage", on entend un plant de ma'fs qui ne 
contient dans son genome ni un transgene conferant la sterilite mSle nucleaire 
artificielle (AMS), ni un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". De maniere preferentielle, ledit plant de ma'fs de genotype 
sauvage appartient a une lignee elite. 

Par phenotype "petit grain" on entend des grains dont la densite et/ou la taille 
et/ou la masse est (sont) inferieure(s) a celle(s) d'un grain de taille normale, 
preferentiellement de 40 a 50 % inferieure. Dans le cadre de la presente invention, 
ces grains pourront etre appeles "grains deprimes" ou "grains rides" 

Par "grain de taille normale" ou "grain normal" ou "grain de phenotype normal", 
on entend notamment un grain dont la taille et/ou la densite et/ou la masse n'a(n'ont) 
pas ete modifi§e(s), en particulier par integration dans le genome de la plante d'un 
marqueur de phenotype "petit grain". 

Par "lignee elite", on entend une lignee presentant un potentiel agronomique et 
commercial important, & une periode donnee. 



L*un des buts de {'invention est done de proposer un proced6 de production de 
semences hybrides de maTs par croisement d'un plant de maTs heterozygote pour un 
transgene conferant la sterilite mile nucleaire artificielle ("AMS") avec un plant de 
mais de genotype sauvage. Le systeme selon la presente invention, qui permet 
avantageusement de maintenir le caractere male sterile de plants de mais est 
applicable independamment du genotype des plants de mais utilises. 

La solution apportee par Invention consiste a produire dans un premier temps 
des semences de maTs homozygotes pour un transgene conferant la sterilite male 
nucleaire artificielle ("AMS") et heterozygotes pour un gene de restauration de la 
fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". A partir de ces semences, les 
selectionneurs peuvent aisement introgresser le genotype homozygote pour le 
transgene AMS et heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite lie a un 
marqueur de phenotype "petit grain" dans une lignee de maTs de genotype sauvage, 
et en particulier dans une lignee elite d'interet, par retrocroisements successifs. Une 
lignee elite reconvertie homozygote pour un transgene conferant la sterilite male 
nucleaire artificielle ("AMS") et heterozygote pour un gene de restauration de la 
fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain" peut ainsi etre obtenue. 
L'autofecondation de plants de mais issus de ces semences permet ensuite de 
produire : 

- des semences homozygotes pour le transgene AMS generant des plants de 
maTs males steriles qui, croises avec des plants de maTs de genotype sauvage, et 
en particulier des plants appartenant a une lignee elite utilisee pour la 
reconversion, le cas echeant, produiront des semences heterozygotes pour le 
transgene AMS. La fecondation de plants de maTs male steriles issus de ces 
semences par un plant de maTs de genotype sauvage, non-apparente, produit 
alors des semences hybrides beneficiant de I'effet de vigueur (heterosis), 

- des semences homozygotes pour le transgene AMS et heterozygotes ou 
homozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", generant des plants de maTs non males steriles dont 
l'autofecondation produit notamment des semences homozygotes pour le 
transgene AMS et heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a 
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un marqueur de phenotype "petit grain", assurant ainsi te renouvellement des 
plants de maTs males steriles d'interet 

Dans le cadre de la presente invention, une selection des semences de maTs 
par le phenotype "petit grain" peut notamment etre mise en cBuvre par une m§thode 
de tri dimensionnel ou densimetrique. 

Un tri dimensionnel peut etre realise de mani&re a separer les grains en 
fonction de leur longueur, en utiiisant par exempie un trieur a alveoles, de leur 
largeur, avec par exempie un trieur a disques, ou de leur epaisseur, en utiiisant par 
exempie un calibreur. 

Le principe d'un tri densimetrique repose sur une separation des grains selon 
leur densite et utilise notamment une colonne densimetrique ou une table 
densimetrique. 

Plus particulierement, une table densimetrique permet de separer des corps de 
memes dimensions mais de poids specifique different. Le poids specifique 
correspond a une mesure de la masse d'une quantite de semences par rapport a son 
volume. Le principe de Pappareil est un plan de travail traverse par un flux d'air 
uniforme qui fluidifie le melange de semences et en provoque la stratification 
schematiquement en deux couches. Les produits lourds restent pres de la table, les 
produits legers au-dessus. La separation des deux couches est obtenue par reglage 
de rinclinaison du plan de travail (dans deux directions) et par un mouvement 
d'agitation de va-et-vient transversal. On pourra par exempie utiiiser une table 
densimetrique telle que celle commercialisee par ia societe HEID-AGRARTEHNIK 
(Stockerau, Autriche). 

La presente invention propose done un procede de production de semences de 
maTs homozygotes pour un transgene conferant la sterilite male nucleaire artificielle 
("AMS") et heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un 
marqueur de phenotype "petit grain", comprenant les etapes consistant a : 

a) croiser un plant de maTs m§le sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de maTs restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie k un marqueur de 
ph§notype "petit grain", 



b) selectionner par le phenotype "petit grain" les semences de maTs comprenant 
dans leur genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

c) autofeconder les plants de maTs issus des semences selectionnees selon 
l'etape b), 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 

De fagon preferentielle, au moins une etape de selection du procede comprend 
I'utilisation d'une table densimetrique ou d'un systeme de flottaison. L'etape de 
selection ainsi effectuee presente I'avantage de permettre un tri facilement realisable 
et automatisable des grains en fonction de leur phenotype "petit grain" ou "normal". 

Selon un mode particulier de realisation, l'etape b) du procede decrit ci-dessus 
peut etre avantageusement remplacee par une etape de genotypage. La presente 
invention propose done egalement un procede de production de semences de maTs 
homozygotes pour un transgene conferant la steriiite male nucleate artificielle 
("AMS") et heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un 
marqueur de phenotype "petit grain", comprenant les etapes consistant a : 
; a) croiser un plant de maTs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de maTs restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

b) realiser un genotypage des semences obtenues par le croisement selon 
l'etape a) 

c) autofeconder les plants de maTs issus des semences genotypees selon 
I'etape b) 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 

La mise en ceuvre des precedes decrits ci-dessus permet de produire une 
semence de maTs homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". La 
presente invention vise done une semence de maTs homozygote pour un transgene 
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AMS et heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" susceptible d'etre obtenue par I'un des precedes precedents. 
De maniere preferentielle, le genotype AMS homozygote et heterozygote pour un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain" peut 
etre introgresse dans une lignee de ma'fs de genotype sauvage, et en particulier 
dans une lignee elite d'interet, par retro-croisements successifs. 

La mise en culture, puis I'auto-fecondation des plants de maTs obtenus a partir 
de semences ci-dessus (homozygotes pour un transgene AMS et heterozygotes 
pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit 
grain") produit des semences de maTs homozygotes pour le transgene AMS, ainsi 
que des semences de maTs homozygotes pour le transgene AMS et heterozygotes 
ou homozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". Les semences de ma'fs homozygotes pour le transgene AMS 
sont facilement differentiates des autres semences ainsi produites car elles seules 
presentent des grains de phenotype normal. 

La presente invention propose done un procede de production de semences de 
maTs homozygotes pour un transgene conferant la sterilite male nucleaire artificielle 
("AMS"), comprenant ies etapes consistant a : 

a) auto-feconder des plants de maTs issus de semences homozygotes pour le 
transgene AMS et heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite 
Ii<§ a un marqueur de phenotype "petit grain", susceptibles d'etre obtenues 
par I'un des precedes precedemments decrits, 

b) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 

De facon preferentielle I'etape de selection comprend I'utilisation d'une table 
densimetrique ou d'un systeme de flottaison. Cette etape permet avantageusement 
de trier les semences homozygotes pour le transgene AMS par leur phenotype de 
grain normal. 

Selon un autre mode de realisation, le procede de production de semences de 
maTs homozygotes pour un transgene conferant la sterilite male nucleaire artificielle 
("AMS"), comprend les etapes consistant a : 

a) croiser un plant de ma'fs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de ma'fs restaurateur de la fertilite comprenant dans son 



genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain 

b) selectionner par le phenotype "petit grain" les semences de maTs comprenant 
dans leur genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

c) autofeconder les plants de maTs issus des semences selectionnees selon 
I'etape b), 

d) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

e) autofeconder des plants de ma'fs issus de semences selon I'etape d), 

f) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 

L'etape e) de ce procede pourra eventuellement etre precedee d'une etape de 
retrocroisements successifs avec un plant de maTs de genotype sauvage, et en 
particulier, un plant de maTs appartenant a une lignee elite, de maniere a reconverts 
ce plant de mats de genotype sauvage avec le genotype homozygote pour le 
transgene AMS et heterozygote pour le gene de restauration de la fertilite lie a un • 
marqueur de phenotype "petit grain". Les semences issues de cette etape de retro- 
croisement sont alors utilisees pour la poursuite du procede. 

De facon preferentielle, au moins une etape de selection, et en particulier 
I'etape f), comprend ('utilisation d'une table densimetrique ou d'un systeme de 
flottaison. Cette etape permet avantageusement de trier les semences homozygotes 
pour le transgene AMS par leur phenotype de grain normal. 

Selon une autre variante, I'etape b) du procede ci-dessus est remplacee par 
une etape de genotypage. La presente invention a done egalement trait a un procede 
de production de semences de maTs homozygotes pour un transgene conferant la 
sterilite male nucleaire artificielle ("AMS") comprenant les etapes consistant a : 

a) croiser un plant de maTs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de maTs restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

b) realiser un genotypage des semences obtenues par le croisement selon 
I'etape a), 
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c) autofeconder les plants de maYs issus des semences genotypees selon 
I'etape b), 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

e) autofeconder des plants de mai's issus de semences selon I'etape d), 

f) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 

L'etape e) de ce procede pourra eventuellement etre precedee d'une etape de 
retrocroisements successifs avec un plant de ma'fs de genotype sauvage, et en 
particulier, un plant de ma'fs appartenant a une lignee elite, de maniere a reconvertir 
ce plant de maYs de genotype sauvage avec le genotype homozygote pour le 
transgene AMS et neterozygote pour le gene de restauration de la fertilite lie a un 
marqueur de phenotype "petit grain". Les semences issues de cette etape de retro- 
croisement sont alors utilisees pour la poursuite du procede. 

De facon preferentielle, au moins une etape de selection, et en particulier 
I'etape f), comprend I'utilisation d'une table densimetrique ou d'un systeme de 
flottaison. Cette etape permet avantageusement de trier les semences homozygotes 
pour le transgene AMS par leur phenotype de grain normal. 

La mise en culture de semences homozygotes pour le transgene AMS permet 
alors de generer des plants de maYs ma.les steriies qui, croises avec des plants de 
genotype sauvage, et en particulier avec des plants appartenant a une lignee 61ite, 
produisent des semences heterozygotes pour le transgene AMS. La lignee elite 
utilisee pour ce croisement peut en particulier etre celle utilisee pour I'etape de retro- 
croisement eventuellement mise en ceuvre dans les precedes precedents. Dans ce 
cas, les semences produites peuvent servir a produire des semences commerciales 
issues d'un hybride de mais. Selon un autre mode de realisation, la lignee elite WT 
peut §tre remplacee par un hybride de mai's pour obtenir des semences qui serviront 
a produire un hybride de trois voies. 

La presente invention concerne done egalement un procede de production 
d'une semence heterozygote pour un transgene AMS comprenant le croisement d'un 
plant de maYs issu d'une semence homozygote pour un transgene AMS, susceptible 
d'etre obtenue par Pun des precedes de production d'une semence homozygote pour 
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le transgene AMS decrits precedemment, avec un plant de maTs de genotype 
sauvage. 

Selon un autre mode de realisation, ie precede de production d'une semence 
heterozygote pour un transgene AMS est caracterise en ce que I'un des procedes de 
production d'une semence homozygote pour le transgene AMS decrits 
precedemment comprend en outre le croisement d'un plant de maTs issu de ladite 
semence homozygote pour un transgene AMS avec un plant de maTs de genotype 
sauvage. 

La fecondation de plants de maTs male steriles issus de ces semences par un 
plant de maTs de genotype sauvage, non-apparente, produit avantageusement des 
semences hybrides beneficiant de I'effet de vigueur (heterosis). 

Selon un autre aspect, le systeme propose par la presente invention permet 
avantageusement de maintenir des plants de maTs homozygotes pour un transgene 
AMS et heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur 
de phenotype "petit grain". Les procedes de production de semences de maTs 
/homozygotes pour le transgene AMS decrits ci-dessus comprennent en effet une 
-selection finale de semences notamment sur la base de leur phenotype de grain 
normal. Les semences de phenotype "petit grain" non selectionnees par ces 
•procedes peuvent etre semees, puis les plants generes auto-fecondes, produisant 
ainsi notamment des semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 

L'invention conceme done un precede de multiplication d'un plant de maTs 
homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un gene de restauration 
de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain" comprenant les etapes 
consistant a : 

a) autofeconder des plants de maTs homozygotes pour un transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", susceptibles d'etre obtenus a partir d'une semence 
d'un des procedes de production de semences homozygotes pour un 
transgene AMS et heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie 
a un marqueur de phenotype "petit grain" precedemment decrits, 
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b) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS et de 
phenotype "petit grain ", 

c) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" obtenues par autofecondation des plants de mats 
obtenus a partir des semences obtenues selon I'etape b). 

De facon preferentielle, I'etape b) du procede ci-dessus comprend I'utilisation 
d'une table densimetrique ou d'un systeme de flottaison. 

La presente invention a egalement pour objet des constructions nucleotidiques, 
appelees cassettes d'expression, comprenant une sequence nucleotidique 
promotrice liee de maniere operante a au moins un gene d'interet. 

Ledit gene d'interet peut etre egalement associe a d'autres elements de 
regulation tels que des activateurs et des sequences de terminaison de transcription 
(terminateurs). D'autres elements tels que les introns, enhancers, sequences de 
polyad6nylation et derivees peuvent egalement etre presents dans la sequence 
nucleique d'interet, pour ameliorer I'expression ou le fonctionnement du gene 
transformant. La cassette d'expression peut aussi contenir des sequences 5' non 
traduites dites "leader". De telles sequences peuvent ameliorer la traduction. 



De fagon preferentielle, dans les precedes de production de semences 
precedemment decrits, le plant de maTs comprenant un transgene AMS conferant la 
sterilite male nucleaire artificielle est caracterise en ce que le transgene AMS, de 
preference le gene barnase (Hartley, 1988 ; Gene Bank n°X 12871), est compris 
dans une cassette d'expression, sous le contrdle d'un promoteur specifique de la 
poilenogenese et d'un terminateur, lie genetiquement a un gene codant un agent de 
selection sous le controle d'un promoteur et d'un terminateur. 

Le promoteur specifique de la poilenogenese est notamment un promoteur 
permettant une expression specifique dans I'anthere choisi parmi le groupe 
consistant en le promoteur A3 (WO 92 11379), le promoteur A6, le promoteur A9 
(WO 92 11379), correspondant a la region 5' non codante du gene A9 6'Arabidopsis 
thafiana, et les promoteurs speciffques du tapis de I'anthere tels que TA29, TA26, 
TA13 (WO 89 10396) ou Mac2 (WO 00 68 403). 
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Parmi les genes codant un agent de selection, peuvent etre notamment utilises 
des genes qui conferent une resistance a un antibiotique tel que I'hygromycine, la 
kanamycine, la bleomycine ou la streptomycine ou a des herbicides teis que le 
glufosinate, le glyphosate ou le bromoxynil. Preferentiellement, ledit gene codant un 
agent de selection est choisi parmi le gene bar (White et al., 1990 ; Gene Bank n° X 
17220) qui confere la resistance a I'herbicide Basta® (glufosinate) et le gene NPTII 
qui confere la resistance a la kanamycine (Bevan et al., 1983). 

• Selon un mode prefere, ledit gene est compris a I'interieur de I'element 
transposable Ds. Le transposon Ds utilise est decrit dans la publication de Yoder et 
al., (1993). L'element Dans est un element Ac qui a subi d'importantes mutations ou 
deletions dans la sequence codant la transposase. II ne peut s'exciser de son site 
d'insertion qu'en presence d'une source de transposase active Ac. II est done Ac 
dependant. Un systeme prefere d'elimination de gene marqueur de selection peut 
comprendre deux composantes : 

-, une premiere plante ne possedant aucune transposase active, dans laquelle un 
.\ construit comprenant la cassette d'expression du gene d'interet et celle du gene 

codant un agent de selection encadre par les sequences mobilisables d'un 

transposon peut y §tre integre. 
< une deuxieme plante contenant dans son genome un gene codant une 

transposase active endogene. 

Le croisement de ces deux plantes conduit a l'obtention de regenerants, obtenus 
a partir de plantes F1 ou de plantes F2 selectionnees pour la presence du gene 
d'interet sans gene marqueur de selection. 

Preferentiellement selon I'invention, le promoteur associe au gene codant un 
agent de selection est un promoteur constitutif, tel que le promoteur Actine-lntron- 
actine, correspondant a la region en 5* non codante du gene de I'actine 1 du riz et 
son premier intron (Mc Elroy et al., 1991 ; Gene Bank n° S 44221). La presence du 
premier intron actine permet d'augmenter le niveau d'expression d'un gene lorsqu'il 
est fusionne en 3' d'un promoteur. Cette sequence promotrice permet par exemple 
I'expression constitutive du gene bar. 

Parmi les terminateurs pouvant etre utilises avec le transgene AMS ou le gene 
codant un agent de selection, on peut notamment citer : 

- le terminateur 3' Nos, terminateur de la nopaline synthase qui correspond a la 

region en 3' non codante du gene de la nopaline synthase provenant du 
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plasmide Ti d'Agrobacteirum tumefaciens souche a nopaline (Depicker et al., 
1982), et 

- le terminateur 3' CaMV, correspondant a la region 3' non codante de la 
sequence du virus a ADN bicatenaire circulaire de la mosaTque du chou-fleur 
produisant le transcrit 35S (Franck et al. 1980 ; Gene Bank n° V 00141). 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne une cassette 
d'expression comprenant un gene restaurateur de la fertilite lie genetiquement a au 
moins un gene codant un phenotype "petit grain", associes a des elements 
permettant leur expression dans les cellules vegetales, notamment un promoteur et 
un terminateur de transcription. 

Parmi les promoteurs de transcription pouvant etre utilises en association avec 
le gene codant un phenotype "petit grain", on peut notamment citer : 

- le promoteur HMWG (High Molecular Weight Glutenin) correspondant a la 
region 5' non codante du gene de la glutenine du ble (Triticum aestivum), une 
proteine de reserve de I'albumen. Ce promoteur, specifique de la semence, est 
decrit dans la publication de Robert et al. (1989), 

- le promoteur B32 (Di Fonzo N et al.) 1988. 

De facon preferentielle, ladite cassette d'expression comprenant un gene 
restaurateur de la fertilite lie genetiquement a au moins un gene codant un 
phenotype "petit grain", est caracterisee en ce que ledit gene restaurateur de la 
fertilite est le gene barstar (Hartley, 1998) place sous le controle d'un promoteur 
specifique de la pollenogenese, notamment un promoteur specifique de I'anthere tel 
que pA3, pA6, pA9, pTA29, ou du promoteur Mac2, et du terminateur 3'CaMV ou 
3'Nos, lie genetiquement a un gene codant un agent de selection sous le controle du 
promoteur Actine-intron actine et du terminateur 3'CaMV ou 3'Nos. 

Parmi les genes codant un agent de selection, peuvent etre notamment utilises 
des genes qui conferent une resistance a un antibiotique tel que 1'hygromycine, la 
kanamycine, la bleomycine ou la streptomycine ou a des herbicides tels que le 
glufosinate, le glyphosate ou le bromoxynil. Preferentiellement, ledit gene codant un 
agent de selection est choisi parmi le gene bar qui confere la resistance a I'herbicide 
Basta® et le gene NPTI1 qui confere la resistance a la kanamycine. 

Preferentiellement, le gene codant un phenotype "petit grain" est choisi parmi 
les genes shrunken 2 et brittle 2 en orientation antisens. 
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Selon un autre aspect, I'invention concerne un vecteur, notamment un 
plasmide, caracterise en ce qu'il contient au moins une cassette d'expression telle 
que decrite precedemment. 

L'invention porte en outre sur un hote cellulaire, notamment une bacterie telle 
que Agrobacterium tumefaciens, transforme par ledit vecteur. Un tei h6te cellulaire 
est utile pour transfecter des cellules de maTs avec un vecteur selon l'invention. 

L'invention concerne done egalement une cellule de mais transformee par un 
au moins un vecteur tel que decrit precedemment. La transformation de cellules 
vegetales peut etre realisee par transfert des vecteurs susmentionnes dans les 
protoplastes, notamment apres incubation de ces derniers dans une solution de 
polyethyleneglycol (PG) en presence de cations divalents (Ca2 + ) selon la methode 
decrite dans I'article de Krens et al.(1982). 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre realisee par 
electroporation notamment selon la methode decrite dans I'article de Fromm et al. 
(1986). 

La transformation des cellules vegetales peut encore etre realisee par utilisation 
d'un^canon a gene permettant la projection, a tres grande vitesse, de particules 
metalliques recouvertes des sequences d'ADN d'interet, delivrant ainsi des genes a 
I'interieur du noyau cellulaire, notamment selon la technique decrite dans I'article de 
Finer etal. (1992). 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, est celle de la 
micro-injection cytoplasmique ou nucleaire. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere du procede de 
I'invention, les cellules vegetales sont transformees par un vecteur selon ['invention, 
ledit hote cellulaire etant susceptible d'infecter lesdites cellules vegetales en 
permettant Integration dans le genome de ces dernieres, des sequences d'ADN 
d'interet initialement contenues dans le genome du vecteur susmentionne. 

Avantageusemen.t, I'hdte cellulaire susmentionne utilise est Agrobacterium 
tumefaciens, notamment selon les methodes decrites dans les articles de Bevan 
(1984) et d'An et al. (1986), ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment selon 
la methode decrite dans 1'article de Jouanin et al, (1987). 
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De maniere preferentielle, la transformation des cellules vegetales est realisee 
par le transfert de la region T du plasmide circulaire extra-chromosomique inducteur 
de tumeurs Ti d'Agrobacterium tumefaciens, en utilisant un systeme binaire (Watson 
etal.,1994). 

Pour ce faire, deux vecteurs sont construits. Dans un de ces vecteurs, la region 
d'ADN-T a ete eliminee par del6tion, a I'exception des bords droit et gauche, un gene 
marqueur etant insere entre eux pour permettre la selection dans les cellules de 
plantes. L'autre partenaire du systeme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide 
modifie qui n'a plus d'ADN-T mais contient toujours les genes de virulence vir, 
necessaires a la transformation de la cellule vegetale. Ce plasmide est maintenu 
dans Agrobacterium. 

La presente invention a egalement pour objet de produire des plants de maTs 
transgeniques, parties de plante ou extraits de plante, caracterises en ce qu 'ils sont 
regeneres a partir de la cellule de plante transformee. 

L'invention conceme notamment un plant de maTs restaurateur de la fertility 
caracterise en ce qu'il comprend dans son genome un gene restaurateur de la 
fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain" ou un plant de mais homozygote 
pour un transgene AMS et heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite 
lie a un marqueur de phenotype "petit grain", obtenu a partir d'une semence de maTs 
homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un gene de restauration 
de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". 

L'invention vise egalement un kit pour la mise en ceuvre d'un proc§de de 
multiplication d'un plant de maTs homozygote pour un transgene AMS et 
heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" precedemment decrit, caracterise en ce qu'il comprend des 
semences de maTs homozygotes pour un transgene AMS et heterozygotes pour un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain", et 
des oligonucleotides specifiques transgenes AMS utiles en tant qu'amorces pour la 
detection par PCR des semences homozygotes pour un transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
•phenotype "petit grain". 
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Les exemples et figures suivants illustrent I'invention sans en limiter la portee : 

LEGENDE PES FIGURES 

La figure 1 represente le schema de principe d'une succession d'etapes 
conduisant a la production d'une semence hybride selon I'invention. 

La figure 2 represente le plasmide pRec 274 comprenant le gene barnase, 
conferant la sterilite male, et le gene bar, conferant la resistance a I'herbicide 
Basta®. 

La figure 3 represente le plasmide donneur pBIOS 274 comprenant le gene de 
resistance a la spectinomycine ainsi que I'ADN-T porteur du gene barnase, sous le 
controle du promoteur A9, et du gene bar, sous le contr6le du promoteur Actine de 
riz. 

La figure 4 represente le plasmide donneur pBIOS 424 comprenant le 
promoteur A9-barnase-terminateur 3' CaMV et le gene de resistance a la 
kanamycine Nptll dans un element dissociant Ds. 

La fi gure 5 represente le plasmide p3222 comprenant la sequence antisens du 
gene brittle 2 ainsi que le gene barstar restaurateur de fertilite. 

La figure 6 represente le plasmide p3223 comprenant la sequence antisens du 
gene shrunken 2 ainsi que le gene barstar restaurateur de fertilite. 

La fi gure 7 represente le plasmide p4962 comprenant les sequences antisens 
des genes shrunken 2 et brittle 2 ainsi que le gene barstar restaurateur de fertilite. 

La figure 8 represente le plasmide pDM 302 comprenant la cassette 
d'expression du gene bar. 

La figure 9 represente !e plasmide donneur pBIOS 273 qui comporte une 
cassette d'expression comprenant le promoteur Actine de riz, le gene Bar, et le 
terminateur 3'Nos. 

EXEMPLES : 

Une illustration non limitante d'un des precedes selon la presente 
invention est decrite dans la figure 1 . 

La construction des differents plasmides ainsi que leur ligation et la 
transformation des bacteries Escherichia colt XLI blue rendues prealablement 
competentes, est realisee grace aux techniques usuelles d'ADN recombinant 
(Sambrook et al., 1989). 
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La construction des vecteurs d'expression et les techniques de transformation 
utilisees sont a la portee de i'homme du metier suivant les techniques standard. 



EXEMPLE 1 : construct AIMS 

1.a) ; Construction d'un plasmide (pRec 274) comprenant le gene 
barnase, conferant la sterilite male, lie au gene bar, conferant la resistance a 
I'herbicide Basta® : 

Le vecteur utilise pour la transformation du maTs par Agrobacterium 
tumefaciens se presente sous la forme d'un plasmide superbinaire d'environ 50 kb 
(pRec 274). 

Le vecteur superbinaire utilise pour la transformation contient : 

- une region ori : origine de replication plasmidique Col El, necessaire au 
maintien et a la multiplication du plasmide dans Escherichia coll Cette origine de 
replication n'est pas fonctionnelle dans Agrobacterium tumefaciens, 

- une origine de replication fonctionnelle dans Agrobacterium tumefaciens et 
dans Escherichia coli, 

- la region cos du bacteriophage lambda, pouvant presenter une utilite pour la 
manipulation du vecteur in vitro, 

- les regions virB, virC et virG supplementaires 6' Agrobacterium tumefaciens 
qui augmentent I'efficacite de transformation, 

- les genes de resistance a la tetracycline (Tetra) et a la spectinomycine (Spect) 
qui s'expriment uniquement dans les bacteries, 

- un ADN-T porteur des genes barnase, conferant la sterilite male, et bar, 
conferant la resistance a I'herbicide Basta®, ces deux genes etant 
operationnellement lies a des elements permettant leur transcription. Dans le present 
exemple, le gene barnase est sous le contrdle du promoteur A9 et du terminateur 3' 
CaMV ; le gene bar etant sous le controle du promoteur actine-intron actine de riz et 
du terminateur 3' Nos. 

Le gene bar de Streptomyces hygroscopicus code une Phosphinothricine Acyl 
Transferase (PAT) qui detoxifie la phosphinothricine (agent de selection de 
I'herbicide Basta®) par acetylation (White et a!., 1990). II est generaiement utilise 




pour selectionner des plantes transformSes qui contiennent & la fois le gene cTinteret 
et ce gene codant un agent de selection, et qui sont done r6sistantes £ 1'herbicide. 

Le gene barnase, qui confere la sterilite male, code une Ribonuclease (RNase). 
Ce gene a ete isole & partir de Bacillus amyloliquefasciens et est decrit dans la 
publication de Hartley (1988). 

Le plasmide superbinaire pRec 274 est represents dans la Figure 2. 

Ce vecteur superbinaire est obtenu par recombinaison homologue d'un 
plasmide accepteur pSB1 (EP 672 752) derive d'un plasmide Ti d'Agrqbacterium 
tumefaciens avec un plasmide donneur pBIOS 274 (Figure 3), derive de pUC 
(Messing, 1983). 

Le plasmide donneur possede le gene de resistance a la spectinomycine ainsi 
que I'ADN-T porteur du gene barnase, sous le controle du promoteur A9, et du gene 
bar, qui est aussi un gene de selection, sous le controle du promoteur Actine de riz. 
, Les plasmides donneur et accepteur possedent une region d'homologie 
suffisante pour permettre une recombinaison homologue et obtenir le vecteur dit 
■superbinaire. 

> La technique de transformation par Agrobacterium tumefaciens permet 
[Integration du seul ADN-T constitue des bordures droite (RB) et gauche (LB) 
encadrant le gene d'interet (barnase) et le gene codant un agent de selection. 

1.b) Construction d'un plasmide (pRec 424) comprenant le gene barnase 
conferant la sterilite male lie au gene NPT-II conferant la resistance a la 
kanamycine. 

Le vecteur utilise pour la transformation du maTs par Agrobacterium 
tumefaciens se presente sous la forme d'un plasmide superbinaire d'environ 50 kb 
(pRec 424). 

Le vecteur superbinaire utilise pour la transformation contient : 
- une region ori : origine de replication plasmidique Col El, necessaire au 
maintien et & la multiplication du plasmide dans Escherichia coli. Cette origine de 
replication n'est pas fonctionnelle dans Agrobacterium tumefaciens, 

une origine de replication fonctionnelle dans Agrobacterium tumefaciens et 
dans Eschericia co//, 
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- la region cos du bacteriophage lambda, pouvant presenter une utilite pour la 
manipulation du vecteur in vitro, 

- les regions virB, virC et virG supplemental d'Agrobacterium tumefaciens 

qui augmentent I'efficacite de transformation, 

- les genes de resistance a la tetracycline (Tetra) et a la spectinomycine (Spect) 
qui s'expriment uniquement dans les bacteries, 

- un ADN-T porteur des genes bamase, conferant la sterilite male, et Nptll 
insere dans un element Ds, conferant la resistance a la kanamycine, ces deux genes 
dtant operationnellement lies a des elements permettant leur transcription. Dans le 
present exemple, le gene barnase est sous le controle du promoteur A9 et du 
terminateur 3' CaMV ; le gene Nptll insere dans un element Ds etant sous le contrQIe 
du promoteur Actine et du terminateur et du terminateur 3' Nos. 

Le gene Nptll a ete isole a partir du transposon Tn5 d 1 Escherichia coli (Berg et 
al. 1983). Ce gene code pour I'enzyme neomycine phosphotransferase de type II qui 
catalyse la O-phosphorylation d'antibiotiques aminoglycosides tels que neomycine, 
kanamycine, gentamycine et G418 (Davies et Smith, 1978). Ce gene confere la 
resistance a la kanamycine, qui est utilisee comme agent de selection lors de la 
transformation genetique v6getale. II est decrit par Bevan et al. (Genbank 
n°U00004). 

Le gene barnase, qui confere la sterilite male, code une Ribonuclease comme 
mentionne dans I'exemple 1 .a ci-dessus. 

Ce vecteur superbinaire est obtenu par recombinaison homologue d*un 
plasmide accepteur pSB1 (EP 672 752) derive d'un plasmide Ti d'Agrobacterium 
tumefaciens avec un plasmide donneur pBIOS 424 (Figure 4) derive de pUC 
(Messing, 1983). 

Le plasmide donneur pBIOS 424 possede le gene de resistance a la 
spectinomycine ainsi que P ADN-T porteur du gene barnase sous le controle du 
promoteur A9 et du gene Nptll mis sous le controle du promoteur Actine insere dans 
un element Ds. 



Le plasmide donneur pBIOS 424 (promoteur A9-barnase-terminateur 3' CaMV 
et le gene de resistance a la kanamycine Nptll dans un element dissociant Ds) a ete 
genere de la maniere suivante : 

Le fragment contenant la cassette promoteur A9 - gene barnase - terminateur 
3* CaMV a ete isole par 

a) restriction avecXfool, 

b) traitement a la T4 DNA Polymerase pour generer des bouts francs, et 

c) restriction avec Xbal a partir du plasmide pBIOS 274 (Figure 3). 

Ce fragment (Xbol/blunt - Xba\) a ensuite ete introduit dans le vecteur pBIOS 
415 (decrit ci-dessous) ouvert a I'aide des enzymes de restriction EcoRV etXoal. 

Le fragment EcoRV-Xbal ainsi genere contient les sequences plasmidiques du 
vecteur pSB12 (Japan Tobacco, EP 672 752) et la cassette element Ds - promoteur 
Actine - intron actine - gene NPTII - terminateur Nos - element Ds. 

Le plasmide pBIOS 415 contient le gene de la GFP sous controle du promoteur 
CsVMV (WO 97/48819) et du terminateur Nos (fragment Xbal - Xho\) dans le 
vecteur accepteur pBIOS 340. Le vecteur pBIOS 340 est un vecteur contenant les 
sequences plasmidiques du vecteur pSB12 (Japan Tobacco, EP 672 752) et la 
cassette element Ds - promoteur Actine - intron actine - gene NPTII - terminateur 
Nos - element Ds. 

Les plasmides donneur et accepteur possedent une region d'homologie 
suffisante pour permettre I'obtention du vecteur dit superbinaire par recombinaison 
homologue. 

La technique de transformation par Agrobacterium tumefaciens permet 
Integration du seul ADN-T constitue des bordures droite (RB) et gauche (LB) 
encadrant le gene d'interet (gene barnase) et le gene codant pour un agent de 
selection. 
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EXEMPLE 2 : Construit Restaurateur-Marqueur phenotypique lie a la taille 
du grain. 

2.a) Construction d'un plasmide (p3222, figure 5) comprenant la sequence 
antisens du gene brittle 2 ainsi que le gene barstar restaurateur de fertilite. 

Le gene brittle 2 code une sous-unite de la ADP Glucose Pyrophosphorylase, 
enzyme intervenant dans la synthese de l'amidon. En orientation antisens, ii permet 
d'inhiber la synthese de cette sous-unite ce qui produit un phenotype mutant dont la 
taille du grain est 50% inferieure a la taille normale. 

Le gene barstar code un inhibiteur specifique de la Barnase. II a ete isole a 
partir de Bacillus amyloliquefaciens et est decrit dans Hartley (1998) (Genbank N° 
X15545). 

Le plasmide p3222 est porteur de deux cassettes d'expression donees 
individuellement. La premiere cassette comprenant le promoteur HMWG, le gene 
brittle 2 en orientation antisens et le terminateur Nos. La seconde cassette 
comprenant le promoteur A9, le gene Barstar et le terminateur CaMV. 

I_ e g ene brittle 2 a ete synthetise par PCR a partir d'ADNc d'albumen de ma'fs 
avec les oligonucleotides Bt5 (CCGGATCCATGTGACAGACAGTGTTA, SEQ ID n°1) 
contenant un site BamHI, et Bt3 (AAGCCCGGGACTTGTACTAACTGTTTC , SEQ ID 
n°2) contenant un site Smal. 

Le fragment PCR de 600 pb ainsi obtenu a ete digere par Smal et BamHI et 
clone entre le promoteur HMWG et la region terminatrice nos du plasmide p3214 
ouvert par Smal et BamHI. Le plasmide p3215 ainsi obtenu contient la cassette 
d'expression promoteur HMWG-brittle 2 (orientation antisens)-nos. 

Un fragment de 270 pb contenant le gene barstar a ete amplifie par PCR a 
partir du plasmide pWP127 avec les oligonucleotides BPR5 
(TATCGGATCCAAATCATAAGAAAGGAG, SEQ ID n°3) contenant un site BamHI, et 
BPR4 (GAAGATCTATATTGTTCATCCCATTG, SEQ ID n°4) contenant un site 
Bglll.Le fragment PCR ainsi obtenu a ete digere avec BamHI et Bglll et clone entre le 
promoteur A9 et la region terminatrice CaMV du plasmide p1415 ouvert par BamHI. 
Le plasmide p3072 ainsi obtenu contient le gene barstar sous le contr6le du 
promoteur A9 et de la region terminatrice CaMV. 



Le plasmide p3222 selon I'exemple 2.a) correspond a I'insertion de la cassette 
promoteur HMWG-brittle 2 (orientation antisens)-nos (fragment Kpnl-Sacl) de p3215 
dans p3072 ouvert avec Kpnl et Sacl. 

5 2.b) Construction d'un plasmide (p3223, figure 6) comprenant la sequence 

antisens du gene shrunken 2 ainsi que le gene barstar restaurant la fertilite. 

Le gene shrunken 2 code I'autre sous-unite de la ADP Glucose 
Pyrophosphorylase, enzyme intervenant dans la synthese de I'amidon. En orientation 

10 antisens, il permet d'inhiber la synthese de cette sous-unite ce qui produit un 
phenotype mutant dont la taille du grain est 40% inferieure a la taille normale. 

Le plasmide p3223 est porteur de deux cassettes d'expression donees 
individuellement. La premiere cassette comprenant le promoteur HMWG, le gene 
shrunken 2 en orientation antisens et le terminateur Nos. La seconde cassette 

15 comprenant le promoteur A9, le gene Barstar et le terminateur CaMV. 

Le gene shrunken 2 a ete synthetise par PCR a partir d'ADNc d'albumen de 
mais avec les oligonucleotides New Sh5 (GCACCCGGGAGGAGATATGCAGTTTG, 
SEQ ID n°5) contenant un site Smal, et Sh3 (GACTGCAGCACAAATGGTCAAG, 
SEQ ID n°6) contenant un site Pstl. 

20 Le fragment PCR de 1800 pb ainsi obtenu a ete digere par Sma! et Pstl et 

clone entre le promoteur HMWG et la region terminatrice nos du plasmide p3214 
ouvert par Smal et Pstl. Le plasmide p3217 ainsi obtenu contient la cassette 
d'expression promoteur HMWG-shrunken 2 (orientation antisens)-nos. 

Un fragment de 270 pb contenant le gene barstar a ete amplifie par PCR a 

25 partir du plasmide pWP127 avec les oligonucleotides BPR5 
(TATCGGATCCAAATCATAAGAAAGGAG, SEQ ID n°7) contenant un site BamHI, et 
BPR4 (GAAGATCTATATTGTTCATCCCATTG, SEQ ID n°8) contenant un site Bglll. 
Le fragment PCR ainsi obtenu a ete digere avec BamHI et Bglll et clone entre le 
promoteur A9 et la region terminatrice CaMV du plasmide p1415 ouvert par BamHI. 

so Le plasmide p3072 ainsi obtenu possede le gene barstar sous le eontrdle du 
promoteur A9 et de la region terminatrice CaMV. 

Le plasmide p3223 selon I'exemple 2.b) correspond a I'insertion de la cassette 
promoteur HMWG-shrunken 2 (orientation antisens)-nos (fragment Kpnl-Sacl) de 
p3217 dans p3072 ouvert avec Kpnl et Sacl. 
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2.c) Construction d'un plasmide (pRec 4962) comprenant les sequences 
antisens des genes shrunken 2 et brittle 2 ainsi que le gene barstar retaurateur 
de fertiiite. 

Le plasmide p4962 (figure 7) est porteur de deux cassettes d'expression 
donees individuellement. La premiere cassette comprenant le promoteur HMWG, le 
gene shrunken 2 en orientation antisens, !e gene brittle 2 en orientation antisens et le 
terminateur Nos. La seconde cassette comprenant le promoteur Mac2.1, le gene 
Barstar et le terminateur CaMV\ Ce plasmide a ete construit par des techniques de 
biologie moleculaire classiques connues de Thomme de Tart. 

Le plasmide p4962 se presente sous la forme d'un vecteur donneur derive du 
vecteur pSB12 (Japan Tobacco, EP 672 752) d'environ 1 1 ,7 kb comprenant : 

- une region ori : origine de replication plasmidique Col E1, necessaire au maintien et 
a la multiplication du plasmide dans la bacterie, 

- un gene de resistance a la spectinomycine s'exprimant uniquement dans les 
bacteries, 

- un T-DNA comprenant le gene de restauration de la fertiiite male (gene barstar) et 
les sequences antisens des genes shrunken 2 et brittle 2 conferant un phenotype 
'petit grain 1 . 

Dans le present exemple, le gene barstar est sous le controle du promoteur 
Mac2.1 et du terminateur 3'CaMV, les genes shrunken 2 et brittle 2 en orientation 
antisens etant sous le controle du promoteur HMWG et du terminateur 3'Nos. 

Le vecteur superbinaire pRec4962 est obtenu par recombinaison homologue 
d'un plasmide accepteur pSB1 (Japan Tobacco, EP 672 752) derive d'un plasmide Ti 
d'Agrobacterium tumefaciens avec le plasmide donneur p4962. 

EXEMPLE 3 : Plasmide de selection 

3. a) Construction d'un plasmide (pDM302 r figure 8) comprenant le gene 
bar conferant la resistance a /'herbicide Basta® utilise comme plasmide de 
selection en cotransformation avec le plasmide restaurateur. 




Comme indique dans I'exemple 1, le gene bar permet de selectionner les 
plantes transformees qui sont resistantes a I'herbicide Basta®. 

Le plasmide pDM302 (Cao et al., 1992) est porteur de la cassette d'expression 
comprenant le promoteur Actine-lntron-actine, le gene Bar et le terminateur Nos. 

Ce plasmide pDM302 a ete obtenu de la maniere suivante : 

La region codante du gene bar de Streptomyces hygroscopicus cod ant pour 
I'activite PAT (Phosphinothricine Acetyl Transferase) a ete excisee du plasmide 
plJ4104 (White et al, 1990) par I'enzyme de restriction Smal (fragment de 600 pb) et 
clone dans le vecteur d'expression pCOR113 (McElroy et al, 1991) derriere le 
fragment 5' (promoteur et premier intron) du gene Actine 1 (Act-1) de riz. Ceci a 
genere le plasmide pDM301 de 4.9 kb contenant la cassette d'expression Act1-bar. 
La cassette d'expression Act1-bar de pDM301 a ete excisee en tant que fragment de 
restriction Xhol-Xbal de 2.0 kb et clone entre les sites Sail et Xbal en amont de la 
sequence terminatrice du gene nos codant la nopaline synthase (plasmide pNOS72). 
Le plasmide pDM302 de 4.7 kb ainsi obtenu contient la cassette d'expression Act1- .> 
bar-nos. 

3.b) Construction d'un plasmide pRec 273 comprenant le gene bar 
conferant la resistance a I'herbicide Basta® utilise comme plasmide de 
selection en co-transformation avec le plasmide restaurateur. 

Le plasmide pBIOS 273 (Figure 9) est porteur d'une cassette d'expression 
comprenant le promoteur Actine de riz, le gene Bar, et le terminateur 3'Nos. Ce 
plasmide a ete construit par des techniques de biologie moleculaire classiques 
connues de I'homme de Tart. 

Le plasmide pBIOS 273 se presente sous la forme d'un vecteur donneur 
derive du vecteur pSB12 (Japan Tobacco, EP 672 752), d'environ 8,6 kb 
comprenant : 

- une origine ori : origine de replication plasmidique Col E1, necessaire au 
maintien et a la multiplication du plasmide dans la bacterie, 

- un gene de resistance a la spectinomycine s'exprimant uniquement dans les 

bacteries, 

- un T-DNA comprenant le gene Bar conferant la resistance a I'herbicide 
Basta® sous le controle du promoteur Actine de riz et du terminateur 3' Nos. 
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Le plasmide pBlOS 273 a ete genere en deux etapes : 

- clonage du fragment BspDI/Xhol (promoteur Actine - gene Bar - terminates 
Nos) du vecteur pDM 302 (Cao et al. 1992) dans les sites Smal et BspDl du vecteur 
pSB12 (Japan Tobacco EP 672 752). Le vecteur resultant de ce clonage est appele 
pBIOS 272. 

- deletion du site Xhol en position 3363 du vecteur pBIOS 272 par digestion 
partieile avec Xhol et action de I'ADN Polymerase I, large (Klenow) fragment. Le 
vecteur obtenu, possedant un site unique Xhol, est nomme pBIOS 273. 

Le vecteur superbinaire pRec 273 est obtenu par recombinaison homologue 
d'un plasmide accepteur pSB1 (Japan Tobacco, EP 672 752) derive d'un plasmide Ti 
d' Agrobacterium tumefaciens avec le plasmide donneur pBIOS 273. 

EXEMPLE 4 : Production d'une lignee de maTs male sterile heterozygote 
pour le transgene AMS 

4.a) Production d'une lignee de mai's male sterile heterozygote pour le 
transgene AMS (AMS/+) par transformation du mats avec le plasmide decrit 
selon I'exemple 1a (pRec 274). 

Une lignee de maTs male sterile heterozygote exprimant les genes barnase 
(conferant la sterilite male) et bar (resistance au glufosinate) respectivement sous 
controle des promoteurs A9 (Paul et al., 1992) et actine-intron (Mc Eiroy et al.,1991) 
est obtenue par transformation avec Agrobacterium tumefaciens selon la methode 
decrite par Ishida et al. (1996). 

Dans I'exemple suivant, la lignee de ma'is male sterile heterozygote (AMS/+) a 
ete produite par la methode de transformation par Agrobacterium tumefaciens. 
D'autres techniques de transformation connues de I'homme de I'art peuvent etre 
utilisees. 
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Obtention et preparation du materiel vegetal : 

Des epis de maTs sont decontamines durant 15 a 20 minutes dans du 
Domestos 20% sous agitation et ehsuite rinces a I'eau sterile avant de prelever les 
embryons immatures qui sont places dans du milieu LSinf. La taille des embryons 
irnmatures optimale est de 1 a 1,2 mm, ce qui correspond a 10 +/- 2 jours apres 
fecondation. Les embryons sont ensuite agites au vortex, le milieu LSinf est eiimine, 
et un rincage dans du milieu LSinf est effectue avant d'agiter au vortex a nquveau. 

Preparation des bacteries : 

Des bacteries Agrobacterium tumefaciens (souche LBA 4404) contenant le 
plasmide super binaire pRec 274 (comme decrit selon exempie 1a) sont mises en 
culture dans du milieu YP supplements avec un agent selectif approprie a la souche. 
2 a 3 jours apres, les bacteries sont mises en suspension dans du milieu LSinf + 
acetosyringone 100 pM. La concentration de I'inoculum est consideree a 1.10 9 
bact<§ries/ml. 

Inoculation et coculture : 

,, Apres avoir 6limine le milieu LSinf, les embryons sont mis en contact avec les 
Agrqbacteries. Apres avoir agite au vortex, 50 pi de Pluronic F68 a 1% sont rajoutes 
et une incubation de 5 minutes a temperature ambiante est effectuee. L'inoculum est 
eiimine et les embryons sont recuperes et places sur milieu 1,5LSAs, scutellum vers 
le haut. Apres avoir scelle la boite, une incubation de 5 jours a 25°C a I'obscurite est 
effectuee. 

Selection de cals transformes : 

A Tissue de la coculture, les embryons sont transferes sur milieu LSD5 et 
places par nombre de 25 par boTte scellee avec de I'Urgopore. Une incubation de 2 
semaines a 25 °C a I'obscurite (1 6re selection) est effectuee. Une 2 6me selection 
consiste a transferer les embryons sur milieu LSD10 en coupant les germinations. 
Une incubation de 3 semaines est effectuee dans les memes conditions qu'en 1 6re 
selection. Une 3 6me selection est effectuee en excisant les -jolis- cals de type I de 
fagon a obtenir des fragments de 1-2 mm. Une mise en culture sur milieu LSD10, 
puis une incubation de 3 semaines dans les mimes conditions qu'en premiere et 
seconde selection sont effectuees. 
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Regeneration de plantules transformees : 

Les cals de type I ayant prolifere sont places sur milieu LSZ2 et !es boites sont 
scellees avec du scellofrais® et piacees en chambre de culture a 27°C pendant 2 
semaines. Les cals de type I ayant prolifere sont a nouveau repiques, separes et 
places sur milieu RM+G4C100. Les bottes sont scellees avec du scellofrais® et 
piacees en chambre de culture a 27°C. Les plantules regenerees sont repiquees sur 
milieu T1G4 et piacees sous illumination continue, a 27°C pendant une a deux 
semaines. Les plantules ayant atteint un developpement suffisant sont transferees 
au phytotron. 

Afin d'identifier les plantules resistantes a I'herbicide Basta®, et done ayant 
integre le transgene, une etape de selection est effectuee avec une solution Basta 
F1 (AgrEvo France). L'application de cette solution se fait par spray sur les plantes 
de mafs au stade 4-5 feuilles. La concentration en glufosinate d'ammonium de la 
solution de traitement est de 0,75 grammes par litre. 

Les plantes resistantes presentent une zone non necrosee 5 jours apres 
I'application de I'herbicide. Les plantes sensibles presentent une necrose de la zone 
traitee qui s'etend par la suite a la feuille entiere (mort des tissus chlorophylliens). 

Les plantes ainsi regenerees sont acclimatees puis cultivees en serre ou elles 
peuvent §tre croisees ou autofecondees. 

4.b) Production d'une lignee de mafs male st6rile heterozygote pour le 
transgene AMS (AMS/+) par transformation du mais avec le plasmide decrit 
selon i'exemple 1b (pRec 424). 

Une lignee de ma'fs male sterile heterozygote exprimant le gene bamase 
conferant la sterilite m§le, sous le controle du promoteur A9 (Paul et al., 1992), est 
obtenue par transformation avec A. tumefaciens selon la methode decrite par Ishida 
et al. (1996). La technique de transformation avec Agrobacterium tumefasciens, non 
limitante, utilisee dans cet exemple est identique a celle utilisee dans I'exemple 4.a. 

La transformation avec la cassette d'expression Ag-Bamase-S'CaMV-Ds^NPTII 
comportant le gene bamase sous le controle du promoteur A9 et du terminateur 
3'CaMV (selon I'exemple 1b) sur un vecteur utilisable en transformation via 
Agrobacterium et comportant le marqueur de selection « Kanamycine » a I'interieur 




de I'element transposable Ds a I'avantage d'eliminer !e gene marqueur qui ne se 
retrouvera pas dans la lignee de mais transformee. 

4.c) Caracterisation moleculaire des transformants 

5 

La methodologie Southern (1975) est utilisee pour demontrer l'insertion du 
transgene dans le genome de la plante et pour evaluer le nombre de copies et 
caracteriser le profil d'integration. 

L'ADN genomique est extrait a partir des feuilles des plantes suivant un 

10 protocole d'extraction au CTAB, selon le protocole de Keller J (DNAP 6701 San 
Pablo Ave Oakland CA 94608 USA) modifie par Bancroft I. (Department of 
MoIecularGenetics, Cambridge Laboratory, John Innes Center for Plant Science 
Research, Colney lane, Norwich, England). LADN obtenu a ete digere par 
differentes enzymes de restriction, separe par electrophorese sur gel d'agarose et 

15 transfere sur membrane hybond N+ puis hybride avec des sondes radioactives. 

La sonde Bar pour les analyses moleculaires est preparee de la maniere qui 
suit. Le plasmide pDM302 (decrit dans I'exemple 3a) de la presente invention) est 
digere avec I'enzyme Sma I. Le fragment d'interet de 0.6 Kb est recupere apres 
20 migration du produit de digestion sur gel d'electrophorese et purification avec le kit 
Gene Clean (Bio 101 , Ozyme). Apres marquage au P32 de 30 ng de fragment, celui 
ci est utilise comme sonde pour hybrider les differents blots. 

L'evenement de transformation male sterile (STB27b) est un transformant 
25 obtenu par transformation via Agrobacterium tumefaciens selon I'exemple 4a) decrit 
ci-dessus, et qui presente une insertion monocopie du T-DNA tel que decrit selon 
I'exemple 1a. Les resultats d'hybridation de I'ADN digere par differentes enzymes de 
restriction (Ncol, Spel, EcoR V, Hindlll et Ecor I), puis hybride avec la sonde Bar 
montrent qu'un seul fragment est mis en evidence quelle que soit I'enzyme utilisee. 
30 La taille du fragment revele par la digestion Hind III est de 1 .7 kb. Ce meme type de 
caracterisation moleclaire est effectue pour les transformants obtenus par 
transformation via Agrobacterium tumefaciens selon I'exemple 4b). 
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EXEMPLE 5 : Production d'une lignee de maTs restauratrice de la fertilite 
heterozygote pour le gene restaurateur de la fertilite (SSB/+). 

5.a) Production d'une lignee de mai's restauratrice de la fertilite (SSB/+) 
heterozygote pour le gene restaurateur de la fertilite par co-transformation du 
mai's avec les plasmides des exemples 2a , 2b (plasmides restaurateurs) et 3a) 
(plasmide pDM 302 de selection). 

On utilise preferentiellement une methode de transformation genetique 
conduisant a Integration stable des genes modifies dans le genome de la plante. 
Cette methode repose sur ['utilisation d'un canon a particules. 

Production d'embrvons immatures : 

Elle consiste a I'autofecondation d'une plante de la lignee Hill ou au croisement 
"frere-soeur" (sib) de 2 plantes de la lignee Hill. La fecondation est r£alisee a date 
unique apres avoir isole les organes reproducteurs. 

Prelevement de 1'epi : 

Le prelevement des epis est realise lorsque les embryons immatures ont atteint 
une taille de 1 ,5 mm a 2 mm, c'est a dire 10 a 1 1 jours apres la fecondation dans nos 
conditions de culture (temperature de 25°C le jour et 18°C la nuit, photoperiode 
16/8). 

D6sinfection : 

Les epis recoltes sont d§barrass^s de leurs spathes et de leurs soies puis sont 
desinfectes au Domestos® 20% (v/v) pendant 15 minutes sous agitation. Les epis 
seront rinces trois fois a I'eau sterile. 

Extraction des embrvons : 

La partie superieure du grain est coupee de fagon a decouvrir I'albumen, puis 
une legere pression sur le grain permet de degager I'albumen. L'embryon immature 
qui se trouve encore dans le grain (contre le pericarpe) est extrait puis depose sur le 
milieu de callogenese N6P6 en I'orientant cote plat sur la gelose. Trente six 




embryons par boTte sont mis en culture pendant 4 jours en chambre de culture a 26 
°C et a I'obscurite. II s'agit de la periode d'initiation. 

Transformation qenetiaue : 
5 - Preparation des embryons : 

Apres la periode d'initiation, les embryons sont deposes 4 heures avant le tir 
sur le milieu de choc osmotique N6P6 0.4 M et sont disposes par 36 en un petit carre 
de 2 cm 2 au centre de la boTte. Les boTtes sont scellees au scello-frais et incubees en 
chambre de culture (obscurite a 26°C ). 

10 

Les plasmides portant les genes a introduire (plasmides decrits dans les 
exemples 2a, 2b et 3a) sont purifies sur colonne Qiagen® en suivant les instructions 
du fabricant. lis sont ensuite precipites sur des particules de tungstene (M10) en 
suivant le protocole decrit par Klein (1987). Les particules ainsi enrobees sont 
15 projetees vers les cellules cibles a I'aide du canon et selon le protocole decrit par J. 
Finer (1992). 

Les boTtes d'embryons ainsi bombardees sont ensuite scellees a I'aide de 
Scellofrais® puis cuitivees a I'obscurite a 27°C. Le premier repiquage a lieu 24h 
•apres, puis tous les quinze jours pendant 3 mois sur milieu identique au milieu 
20 d'initiation additionne d'un agent selectif dont la nature et la concentration peuvent 
varier selon le gene utilise. Les agents selectifs utilisables consistent generalement 
en des composes actifs de certains herbicides (Basta®, Round up®) ou certains 
antibiotiques (Hygromycine, Kanamycine...). De maniere preferentielle, le gene de 
resistance a I'herbicide Basta® sera utilise. 

25 

- Maturation et regeneration des cals de type II : 

Lorsqu'on a suffisamment de materiel pour un evenement, on le transfert sur le 
milieu de maturation MM+G2 qui favorise le developpement d'embryons somatiques. 
On etale le cal a la surface du milieu MM+G2. Les boTtes sont mises en chambre de 
so culture a I'obscurite et a 26°C. Apres 15 jours (minimum) sur le milieu MM+G2, des 
embryons somatiques apparaissent. Ces derniers sont repiques sur milieu de 
regeneration RM+G2 (20 a 25 par boTte) et cultive a 28°C et a la lumiere (16h/24h). 
On considere que 4 boTtes- en regeneration sont suffisantes pour obtenir des 
regenerants. 
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Apres environ 15 jours sur le milieu RM+G2, les embryons se sont developpes 
en ptantules qui sont ensuite repiquees en tubes sur le milieu d'enracinement 
T1+G2. On considere que 5 plantules par evenement sont necessaires pour reussir 
l'acclimatation au phytotron et les envois. Ces plantules sont mises en chambre de 
culture & la lumiere. 

On obtient apres 3 mois ou parfois plus tot, des cals dont la croissance n'est 
pas inhibee par I'agent de selection (glufosinate d'ammonium), habituellement et 
majoritairement composes de cellules resultant de la division d'une cellule ayant 
integre dans son patrimoine genetique une ou plusieurs copies du g§ne de selection. 
L'efficacite de transformation est de 10 %. 

Ces cals sont identifies, individualises, amplifies puis cultives de facon a 
regenerer des plantules. Afin d'eviter toute interference avec des cellules non 
transform§es toutes ces operations sont mene-es sur des milieux de culture 
contenant I'agent selectif. 



- Acclimatation : 

L'acclimatation des plantules est realisee quand ces demieres se sont 
suffisamment developpees sur T1+G2 c'est a dire lorsque les racines atteignent le 
fond du tube et lorsque t'axe collinaire est suffisamment rigide et developpe. Les 
plantules sont acclimatees au phytotron en godets avec du terreau legerement 
enrich! Les godets sont disposes sur tablette situee a 1,5 metres des lampes. Pour 
maximiser I'obtention de descendance, l'acclimatation de 2 plantules au phytotron 
est necessaire. En moyenne, deux semaines sont necessaires pour le sevrage des 
plantules. 

Les plantes ainsi regenerees et acclimatees sont ensuite cultivees en serre ou 
elles peuvent etre croisees ou autofecondees. 

Ce mode de realisation consistant a produire une lignee de ma'fs restauratrice 
de fertilite heterozygote pour le gene restaurateur de la fertilite (SSB/+) par co- 
transformation d'une plante de mai's avec les plasmides des exemples 2a, 2b et 3a 
est le premier mode de realisation. 

Un deuxi&me mode de realisation consistant § produire une lignee de maTs 
restauratrice de la fertilite (SSB/+) heterozygote pour le gene restaurateur de la 
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fertility consiste a co-transformer une plante de maTs avec les plasmides des 
exemples 2a et 3a selon le meme protocole que decrit ci-dessus. 

Un troisieme mode de realisation consistant a produire une lignee de mais 
restauratrice de la fertilite heterozygote pour le gene restaurateur de la fertilite 
(SSB/+) consiste a co-transformer une plante de maTs avec les plasmides des 
exemples 2b et 3a selon le meme protocole que decrit ci-dessus. 

5.b) Production d'une lign6e de mais restauratrice de la fertilite (SSB/+) 
heterozygote pour ie gene restaurateur de la fertilite par co-transformation du 
mais avec les plasmides des exemples 2c (plasmide pRec 4962 restaurateur) et 
3b (plasmide pRec 273 de selection). 

La production de la lignee de maTs restauratrice de la fertilite selon le present 
exemple 5b est realisee par co-transformation d'une plante de maTs avec les 
plasmides decrits selon les exemples 2c et 3b avec la technique de cotransformation 
par Agrobacterium connue de I'homme de Part. 

• Le gene bar (gene de selection) est elimine lors de la co-transformation. 10% 
des transformants obtenus contiennent les 2 cassettes ^expression contenues dans 
les plasmides 2c et 3b. II y aura segregation dans la descendance. 

Ce mode de realisation (4* me mode) consistant a produire une lignee de maTs 
restauratrice de la fertilite heterozygote pour le gene restaurateur de la fertilite 
(SSB/+) est le mode preferentiel selon la presente invention. 

5.c) Caracterisation moleculaire des transformants 

Le transformant SSB-001a- obtenu selon I'exemple 5a) a ete caracterise par la 
meme methodologie que celle decrite selon I'exemple 4c de la presente invention. 

L'analyse moleculaire a ete realisee sur le transformant SSB-001a- resistant a 
('herbicide Basta® (n° de plante 12928), sur une plante sceur resistante a I'herbicide 
Basta® (n° de plante 12929), et sur 2 plantes sensibles a I'herbicide (13008 et 
13061). Ces 4 plantes sont issues de I'epi du transformant primaire SSB-001a. 
L'ADN genomique a ete digere par les enzymes de restriction Eco RV et Hind III. 
Trois sondes ont ete utilisees pour l'analyse : promoteur A9 (pA9), promoteur HMWG 
(pHMWG) et Bar. 
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Les resultats des hybridations moleculaires avec la sonde Bar indiquent que 
les profils moleculaires sont identiques pour les deux plantes resistantes a Therbicide 
Basta. Les hybridations avec les sondes pA9 et pHMWG r6velent un grand nombre 
de bandes, refletant une integration en plusieurs copies des plasmides p3222 et 
p3223. L'hybridation avec la sonde Bar montre un profit simple, une bande majeure 
est reveiee pour les 2 enzymes Eco RV et Hind III. La taille du fragment revels par la 
digestion Hind III est de 8 kb. Les bandes d'intensite tres faible correspondent aux 
signaux tres intenses reveles precedemment avec les sondes pA9 et pHMWG. 



EXEMPLE 6 : Croisement de la lignee de maTs male sterile heterozygote 
(AMS/+) avec la lignee de maTs restauratrice de la fertilite heterozygote pour le 
gene restaurateur de la fertilite (SSB/+) : obtention des plantes F1. 

La lignee de mais male sterile heterozygote (AMS/+) resistante a ('herbicide 
Basta® obtenue selon I'exemple 4a est croisee avec la lignee de maTs restauratrice 
de la fertilite heterozygote pour le gene restaurateur de la fertilite (SSB/+), plante 
resistante a Therbicide Basta® issue d'un grain deprime, obtenue selon I'exemple 5 
afin d'obtenir les plantes F1. Le meme type de croisement peut §tre realise entre la 
lignee de maTs male sterile heterozygote (AMS/+), obtenue selon I'exemple 4b, et la 
lignee de maTs restauratrice de la fertilite heterozygote pour le gene restaurateur de 
la fertilite (SSB/+), obtenue selon I'exemple 5. La fecondation est r£alisee 
manuellement par une technique connue de Thomme de Tart. La plante male sterile 
est menee a floraison, le pollen de la plante (SSB/+) est depose sur les soies de la 
lignee male sterile. 

A Tissue de ce croisement, des analyses genetiques sont effectuees sur les 
plantes F1. Les analyses genetiques consistent en un comptage, en rapport a la 
presence des differents marqueurs, parmi la descendance. 

Toutes les frequences theoriques mentionnees sont vraies si et seulement s f il 
n'y a pas de liaison entre le transg§ne AMS et le gene restaurateur de la fertilite. 



Bilan genetique de la F1 
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AMS 


+ 


SSB 


SSB/+ ; AMS/+ 


SSB/+ ; +/+ 


+ 


AMS/+ ; +/+ 


+/+ ; +/+ 



Bilan phenotypique de la F1 : 



Phenotype 
Grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


50% 


50% 


50% 


Deprimes 


50% 


100% 


0% 



La F1 est done composee pour moitie de grains normaux, Tautre moitie etant 
des grains deprimes (phenotype 'petit grain' cause par les genes shrunken2 et 
brittie2 en orientation antisens). 

Pour chaque F1, nous avons evalue la segregation pour la resistance au 
glufosinate afin de detecter les lots de grains deprimes. 

Les grains deprimes sont selectionnes par un tri visuel sur I'epi de maTs. Ces 
grains sont tous resistants a I'herbicide Basta®. 

;v Les grains deprimes, qui ont le genotype (AMS/+ ; SSB/+) ou (+/+ ; SSB/+), 
sont selectionnes, puis semes et mis a germes. 

EXEMPLE 7 : Autofecondation des plantes F1 pour production de (a F2 : 

Les plantes F1 resistantes a I'herbicide Basta® issues de grains deprimes selon 
I'exemple 6 sont autofecondees afin d'obtenir les plantes F2. 

Les plantes F1 issues de grains deprimes etant constitutes a la fois de plantes 
de genotype (SSB/+ ; +/+) et de plantes de genotype (SSB/+ ; AMS/+), deux cas 
d'autofecondations se presentent alors : 

7.a) Autofecondations des plantes de genotype (SSB/+ ; +/+} 

Les plantes F1 de genotype (SSB/+ ; +/+) obtenues selon I'exemple 6 sont 
autofecondees. A Tissue de cette autofecondation, les analyses genetiques sont 
effectuees sur les plantes F2 : 
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Bilan genetique de la F2 : 





SSB ! 


+ 


SSB 


SSB/SSB ; +/+ 


SSB/+ ; +/+ 


+ 


SSB/+ ; +/+ 


+/+ ; +/+ 



5 Bilan phenotypique de la F2 : 



Phenotype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


25 % 


0% 


100% 


Deprimes 


75% 


100% 


0% 



Cette etape d'autofecondations des plantes de genotype (SSB/+ ; +/+) peut etre 
avantageusement eliminee par une etape de genotypage en effectuant une PCR 
10 specifique du transgene AMS sur les plantes F1 issues de grains deprimes selon 
I'exemple 6. Les grains deprimes sont mis a germer, les plants de mai's 
• autofecondes, et un tri moieculaire est effectue par PCR. Seules les plantes positives 
pour la detection du transgene AMS par PCR sont conservees. 



Les amorces specifiques du gene d'interet AMS (pA9-Barnase-CaMV) 
permettant son amplification par PCR sont les suivants : 
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Nom 


Commentaires 


Sequence 


A9A 
(Pro A9) 


Direct 


TAGACATTGTAGGTTGGTTTTG 
(SEQ ID n°9) 


Barn 1 
(barnase) 


Direct 


GCACAGGTTATCAACACGTTTGAC 
(SEQ ID n°10) 


Barn 4 
(barnase) 


Direct 


ATCCGGCCATTTCTGAAGAGAA 
(SEQ ID n°11) 


A9B 


Reverse 


TCTAGTTACTTCATAAGTTTTG 
(SEQ ID n 12) 


Barn 6 
(barnase) 


Reverse 


TTGCGGGTTTGTGTTTCCATATTG 
(SEQ ID n°13) 


CaMVoh 
(3'CaMV) 


Reverse 


ATTGATAAGGGGTTATTAGGGG 
(SEQ ID n°14) 



La taille du fragment amplifie a I'aide des couples d 'amorces A9A / A9B, 
Barnl / Barn 6 ou Barn4 / CaMVoh est 799 pb, 880 pb ou 979 pb, respectivement. 

5 7.b) Autofecondations des pfantes de genotype (AMS/+ ;SSB/+) 

, Les plantes F1 de genotype (AMS/+ ; SSB/+) obtenues selon I'exemple 6 sont '■ 
autofecondees afin d'obtenir la descendance F2. A ['issue de cette autofecondation, ': 
les analyses genetiques sont effectuees sur la descendance F2 : 

o 

Bilan genetique de la F2 : 





AMS ;+ 


+ ; SSB 


AMS ; SSB 


+ ;+ 


AMS ; + 


'AIWS/AMS ; +/+ . 


AMS/+ ; SSB/+ 


AMS/AMS ; SSB/+ 


. AMS/+ '.'; +/+ 


+ ; SSB 


AMS/+ ; SSB/+ 


SSB/SSB ; +/+ 


AMS/+ ; SSB/SSB 


SSB/+ ; +/+ 


AMS ; 
SSB 


AMS/AMS; 
SSB/+ 


AMS/+ ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/+ ; 
SSB/+ 


+ ; + 


mMS/+ ;+/+;' 


SSB/+ ; +/+ 


AMS/+ ; SSB/+ 


; ' . +/+ ; +/+ 



Bilan phenotypique de la F2 : 

15 
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Phenotype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


R6sistantes 


Sensibles 


Normaux 


25% 


75% 


25% 


D§primes 


75% 


100% 


0 % 



L'analyse genetique de la descendance F2 sur les grains normaux (25 %) pour 
I'expression du gene bamase avec la resistance a I'herbicide Basta®, permet de 
determiner les plantes hybrides F1 qui presentaient le genotype (SSB/+ ; AMS/+). Au 
5 niveau des plantes F2 issues des grains deprimes, 1/6 ont le genotype (AMS/AMS ; 
SSB/+). sur les plantes F2 qui ont des grains normaux, V< ont le genotype 
(AMS/AMS ; +/+). 

7.c) Resultats 

10 

14 epis F2 ont ete produits. Pour chacun de ces epis, un tri par rapport au 
phenotype du grain (deprime ou pas) a ete effectue. 14 lots de graines transgeniques 
(de A a N) ont done ete analyses. Ces 14 lots de graines (lot A a lot N) ont ete 
divis6s en deux en fonction de leur phenotype normal ou deprime. Le code utilise 
15 pour les 28 ensembles de graines ainsi prepares est par exemple pour le lot A : A 01 
= grains normaux, A02 = grains « deprimes». 

EXEMPLE 8 : S emis des grains deprimes de la descendance F2 et 
20 genotypage des plantes (AMS/AWIS ; SSB/+) : 

Un semis dirige des grains F2 obtenus ci-dessus, en fonction du phenotype, 
deprimi ou normal du grain, puis la detection par genotypage des plantes 
(AMS/AMS ; SSB/+) ont ete effectues. 

25 




8.a)Semis de la descendance F2 



Un semis dirige des 14 families a ete effectue et au stade 3-4 feuilles un test 
Basta en spray 0,5% a ete realise. Les resultats de ce test sont decrits dans le 
tableau ci-dessous : 



Code 


Phenotype 
grains 


Nbre de 
grains 
semes 


Nbre de levees 


Nbre de 
resistantes 


Nbre de 
sensibles 


/ grains 
semes 


% 


/ grains 
semes 


% 


/ grains 
semes 


% 


A 01 


normaux 


30 


30 


100 


27 


90 


3 


10 


A 02 


deprimes 


60 


60 


100 


60 


100 


0 


0 


B 01 


. nprtrfStix 


30 


28".. 


. 93,3 


.. ...Q 


0 


24 


85,7 ' 




deprjrrie§ 


6.0 


6.0 


100 


$0 


JM. 


0 


.0"_ 


C 01 


normaux 


30 


30 


100 


19 


63,3 


11 


36,7 


C 02 


deprimes 


60 


59 


98,3 


56 


94,9 


3 


5,1 


D 01 


normaux 


30 


30 


100 


20 


66,7 


10 


33,3 


D 02 


deprimes 


60 


60 


100 


57 


95 


3 


5 


E 01 


normaux 


30 


30 


100 


19 


63,3 


11 


36,7 


E 02 


depnmes 


50 


48 


96 


48 


100 


0 


0 


F'Ol 


ntfrtt^Q^ 


31. .. 


; 30;;. 


too" 


"2" • 


: ;.6.r 


. 28 


.93,3; 


F 02 


d§primes 


,60 


"M 


too. . 


. 60 . . 


...TO. . 


o 


0 


G 0-1 


normaux 


30 




96,7 


21 


72,4 


8 


27,6 


G 02 


deprimes 


60 


59 


98,3 


59 


100 


0 


0 


H 01 


normaux 


15 


15 


100 


7 


46,7 


8 


53,3 


H 02 




•^n 
ou 


29 


96,7 


29 


100 


0 


0 


. i oil 


nofrrtaiik 


30 


. 30 


.100 


0 


0 


.24, ". 


80" 


. 1 02. 


deprimes. 


,.6"0.. 


.6.0. " 


loo. 


;,. 6o:„.. ;; 


'tSQ 


£L 


. ..;q:.... 


J 01 


1h;&rfn£u5c 


.30 


30 


too 


...o.;. 


0 


;;27 


.9ff*: 


' J 02 


de£rim6s 


.60. 


. 59 '. 


98,3 


55 " 


93,2 


. .4 


6.8 ... 


K01 


normaux 


30 


30 


100 


21 


70 


9 


30 


K02 


deprimes 


60 


60 


100 


58 


96,7 


5 


8,3 


L01 


riptfriaqx 


. .....30'. 


30 


100 


'. ...0 


0 


.29 


98,r 


L02 


3epriM6s 


60 


60. 


. 1.00 


60 " 


.100.. 


0 


.0 


M 01 


normaux 


30 


30 


100 


22 


73,3 


7 


23,3 


M 02 


deprimes 


60 


60 _ 


100 


60 


100 


0 


0 


N 01 


normaux 


30 


28 


93,3 


20 


71,4 


7 


25 


N 02 


deprimes 


60 


60 


100 


60 


100 


0 


0 



Les resultats du test ont permis d'eliminer les families B, F, I, J, et L qui 
resultaient de i'autofecondation de plantes Fl'avec !e genotype (SSB/+ ; +/+). 
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Les families A, C, D, E, G, H, K, M, et N ont ete conserves. Ces epis 
resultaient de I'autofecondation de plantes F1 avec le genotype (SSB/+ ; AMS/ +). 
Les bilans genetique et phenotypique de I'autofecondation de ces plantes ont ete 
detailles dans I'exemple 7b. Dans ces families selectionnees, toutes les plantes 
5 resistantes a I'herbicide Basta® issues de grains normaux (lots finissant par 01) et 
jusqu'a 40 plantes resistantes a I'herbicide Basta® issues de grains deprimes ont ete 
gardees pour culture. 

8.b) Identification par genotypage et Southern Blot des plantes de genotype 
10 (AMS/AMS;SSB/+) : 

Une analyse moleculaire est effectuee pour identifier les plantes homozygotes 
pour le transgene issu de STB-27b (AMS/AMS) et heterozygotes pour le transgene 
issu de SSBOOIa- (SSB/+). 

15 L'ADN genomique de la descendance a ete extrait a partir de 50 mg de feuilles 

suivant le protocole et utilisation du kit d'extraction Qiagen Dneasy 96 plant kit 
(Qiagen SA, 91974 Courtaboeuf cedex, France). La methodologie Southern est 
utilisee pour identifier les profils moleculaires. 

Pour chaque individu, on visualise la presence des deux genes Bar : celui 

20 venant de STB27b et celui venant de SSBOOIa. Pour cela, les ADN ont ete digeres 
avec I'enzyme Hind III puis hybrides avec la sonde Bar. D'apres les analyses 
moleculaires realisees sur les transformants parents, nous savons qu'un fragment 
d'une taille de 8 kb correspond a la copie du gene Bar issu du transformant SSBOOIa 
et un fragment d'une taille de 1 .7 Kb correspond a la copie du gene Bar issu du 

25 transformant STB27b. Pour une plante donnee, I'intensite des signaux d'hybridation 
est egalement evaluee, ceci afin d'identifier la zygotie (heterozygotie ou 
homozygotie) des plantes pour le g£ne Bar considere (SSBOOIa ou STB27b). 

Cette analyse nous permet done d'identifier le genotype des plantes issues du 
croisement SSB x STB. D'apres la selection prealable des graines dont sont issues 

30 ces plantes, 6 genotypes sont attendus et presentes dans le tableau 1 . 
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Tableau 1 : 



Genotype 




% theorique 


Nb copies Bar de SSB-001a 


Nb copies Bar de STB-27b 






2 


0 


A 


8,3 


2 


1 


B 


16,7 


2 


2 


C 


8,3 


1 


0 


D 


16,7 


1 


1 


E 


33,3 






F 


16,7 


Total 




100 



Le genotype recherche dans cette etude est I'homozygotie pour le T-DNA de 
STB-27b (« 2 copies » du gene Bar) et I'heterozygotie pour le gene Bar SSB-001a 
(« 1 copie » du gene Bar). 

Des Southern blots ont ete realises avec I'ADN de 8 plantes filles provenant 
d'un epi et ce, sur les 9 epis selectionnes. 58 plantes ont ete genotypees suivant le 
protocole decrit pr§cedemment. Tous les genotypes attendus sont representes parmi 
les 9 . plantes analysees (2 epis differents). 

. Au total, 10 plantes presentent !e genotype d'interet a savoir : homozygotie pour 
le T-DNA de STB-27b (« 2 copies » du gene Bar) et heterozygotie pour le gene Bar 
SSB^OOIa (« 1 copie » du gene Bar). Les frequences observees sont tres proches 
des frequences theoriques attendues quel que soit le genotype considere (Tableau 
2). 



Tableau 2 : 



Genotype 




Total 


% observe 


% theorique 


Nb copies Bar de SSB-001a 


Nb copies Bar de STB-27b 








2 


0 


3 


5,2 


8,3 


2 


1 


9 


15,5 


16,7 


2 


2 


3 


5,2 


8,3 


1 


0 


11 


19 


16,7 


1 


1 


22 


37,9 


33,3 






10 


17,2 


16,7 


total 


58 


100 


100 
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EXEMPLE 9 : Obtention de semences de pre-base (AMS/AMS ; +/+), de 
semences de base (AMS/+ ; +/+), et de semences hybrides 

Selon le type de semence obtenu a I'exemple precedent, deux types de 
5 croisement peuvent etre effectues : 

9.a) Autofecondation des plants (AMS/AMS ; SSB/+) afm d'obtenir des 
semences de pre-base : 

io L'interet de ce croisement est de multiplier la lignee avec le genotype 

(AMS/AMS ; SSB/+) ainsi que de produire des semences avec le genotype 

(AMS/AMS ; +/+) ou semences de pre-base. 

En effet, les autofecondations produisent de la semence homozygote pour le 

transgene conferant la sterilite m§le (au niveau de la F3, tous les grains normaux 
15 seront de genotype (AMS/AMS ; +/+)). A I'issue de cette autofecondation, les 

analyses genetiques sont effectuees : 



1 



Bilan genetique : 





AMS ; SSB 


AMS ; + 


AMS ; SSB 


AMS ; + 


AMS ; 
SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS ; + 


AMS/AMS ; SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 


AMS ; 
SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/SSB 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS ; + 


AMS/AMS ; SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 


AMS/AMS ; 
SSB/+ 


AMS/AMS ; 
+/+ 
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Bilan phenotypique : 



Ph6notype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


25% 


100% 


0 % 


Deprimes 


75% 


100% 


0% 



La totalite des grains normaux ont le genotype (AMS/AMS ; +/+): II s'agit des 
semences de pre-base. 75 % des grains deprimes ont le genotype (AMS/AMS ; 
SSB/+). 

9.b) Croisement des plants de genotype (AMS/AMS ; SSB/+) avec la lignee 
elite de genotype sauvage (WT) afin d'obtenir des semences de genotype 
(AMS/+ ; +/+); 

Les plantes issues de grains deprimes sont croisees avec une lignee elite WT. 
A i'issue de ce croisement, les analyses genetiques sont effectuees : 



Bilan genetique : 





AMS ; SSB 


AMS ; + 


AMS ; SSB 


AMS ; + 


| +; + 


AMS/+ ; SSB/+ 


AMS/+ ; +/+ 


AMS/+ ; SSB/+ 


AMS/+ ; +/+ 



Bilan phenotypique : 



Phenotype 
grains 


Segregation 
grains 


Segregation Basta 


Resistantes 


Sensibles 


Normaux 


50% 


100 % 


0 % 


Deprimes 


50 % 


100 % 


0% 



Deux cas de figures se presentent : 
- dans 2/3 des cas les plantes F2 avaient le genotype (AMS/+ ; +/+). Sur ces epis F3 
seuls sont obtenus des grains normaux avec une segregation a I'herbicide Basta® de 
50/50. Ces epis ne nous interessent pas. 




- dans 1/3 des cas les plantes F2, avaient le genotype (AMS/AMS ; +/+). Sur ces 
epis F3 seuls sont obtenus des grains normaux avec un genotype (AMS/+ ; +/+) 
100% resistants a I'herbicide Basta®. Ce sont ces epis qui nous interessent. Les 
grains normaux de genotype (AMS/+ ; +/+) constituent les semences de base. 
5 20 graines de chaque epi F3 sont semees et les epis d'interet sont identifies en 

fonction de la resistance a I'herbicide Basta®. 

EXEMPLE 10 : T ri par table densimetrique des grains deprimes : 

io La table densimetrique utilisee permet de diviser en six fractions, des grains de 

taille et de qualite superficielle equivalentes, mais qui different entre eux par leur 
poids specifique. 

Un tri densimetrique est effectue sur un lot de graines d'epis F3, issues de 
I'autofecondation de plantes de genotype [+/+ ; SSB/+]. Theoriquement, ces epis ont 
is une proportion de 75% de grains deprimes et 25% de grains normaux. 33 epis ont 
ete egraines de maniere a obtenir environ 500 grammes de semences. 6 fractions de 
grains ont ete constitutes par tri densimetrique. 

Le tableau ci-dessous est une synthese des resultats obtenus (triage par 
rapport au phenotype du grain et analyses genetiques sur I'expression du gene bar 
20 conferant la resistance au glufosinate). 







Triage phenotype 
grain 


Resultats analyses genetiques 




nbre total 
de grains 


nbre de 
grains 
normaux 


nbre de 
grains 
deprimes 


nbre 
grains 
semes 


nbre levees 


nbre 
resistantes 


nbre 
sensibles 


/ grains 
semes 


% 


/ levees 


% 


/ levees 


% 


Fraction 1 


50 


0 


50 


40 


36 


90 


36 


100 


0 


0 


Fraction 2 


69 


0 


69 


60 


49 


81,7 


49 


100 


0 


0 


Fraction 3 


445 


27 


418 


160 


156 


97,5 


149 


96 


7 


4 


Fraction 4 


L 97 


8 


89 


80 


80 


100 


72 


90 


8 


10 


Fraction 5 


540 


103 


437 


160 


154 


96,3 


120 


78 


34 


22 


Fraction 6 


779 


756 


23 


| 160 


155 


96,9 


6 


4 


149 


96 



25 Triage par rapport au phenotype du grain (normal ou deprim<§) : 

Les fractions 1 et 2 ne comportent que des grains deprimes. 



Dans les fractions 3, 4 et 5 nous avons essentiellement des grains deprimes 
mais nous trouvons egalement quelques grains normaux (soit 6.1, 8.2 et 19.1% 
respectivement pour les fractions 3, 4 et 5). 

Quant a la fraction 6 nous avons quasiment que des grains normaux (97%). 

Les fractions 1 a 5 correspondent done aux grains deprimes et la fraction 6 
aux grains normaux. 

On retrouve egalement une petite quantite de grains non trtes. Cette petite 
quantite correspond a la fois a des grains normaux et a des grains deprimes. 
Cependant, visuellement, les grains deprimes sont plus importants en nombre par 
rapport aux grains normaux. 

Resultats d'analvses aen etiaues (sur I'expression du aene bar conferant la 
resistance a l'herbicide Basta®) : 

., Les resultats d'analyses genetiques confortent ceux du triage fait sur le 
phenotype du grain pour chacune des fractions. 

Nous avons done dans la fraction 6 une petite partie de grains deprimes 
(environ 3 a 4%). Cette derniere est completement eliminee par un deuxidme 
passage sur la table densimetrique. 

Les fractions de 1 a 5 correspondent aux grains deprimes et la fraction 1 aux 
grains normaux. Les grains deprimes represented 61,7% de la masse de grains 
totale, une proportion legerement inferieure au 75% th<§oriques qui peut notamment 
s'expliquer par le fait que les grains deprimes ont une masse legerement inferieure a 
celle des grains normaux. 
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REVENDICATIONS 

1 . Precede de production de semences de maTs homozygotes pour un transgene 
conferant la sterilite male nucleaire artificielle ("AMS") et heterozygotes pour un gene 
de restauration de la fertilite II6 a un marqueur de phenotype "petit grain", 
comprenant les etapes consistant a : 

a) croiser un plant de ma'i's male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de ma'i's restaurateur de la fertility comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

b) selectionner par le phenotype "petit grain" les semences de maTs comprenant 
dans leur genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

c) autofeconder les plants de maTs issus des semences selectionnees selon 
I'etape b), 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 

2. Procede de production de semences de maTs homozygotes pour un transgene 
conferant la sterilite male nucleaire artificielle ("AMS") et heterozygotes pour un gene 
de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain", 
comprenant les etapes consistant a : 

a) croiser un plant de maTs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de maTs restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

b) realiser un genotypage des semences obtenues par le croisement selon 
I'etape a) 

c) autofeconder les plants de maTs issus des semences genotypees selon 
I'etape b), 

d) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain". 
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3 Semence de maYs homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour 
un gene de restauration de la fertility lie a un marqueur de phenotype "petit gram", 
susceptible d'etre obtenue par le procede selon la revendication 1 ou 2. 

« Procede de production de semences de maYs homozygotes pour un transgene 
conferant la sterilite male nucleaire artificielle ("AMS"), comprenant les etapes 

consistanta: , 

a) croiser un plant de maYs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
10 avec un plant de maYs restaurateur de la fertilite comprenant dans son 

genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

phenotype "petit grain ", 

b) selectionner par le phenotype "petit grain" les semences de maYs comprenant 
dans leur genome un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

15 phenotype "petit grain", 

c) autofeconder les plants de maYs issus des semences selectionnees selon 

l'etape b), 

d) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygote* pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 

20 phenotype "petit grain", 

e) autofeconder des plants de maYs issus de semences selon l'etape d), 

f) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 

5 Procede de production de semences de maYs homozygotes pour un transgene 
25 conferant la sterilite male nucleaire artificielle ("AMS") comprenant les etapes 
consistant a : 

a) croiser un plant de maYs male sterile heterozygote pour le transgene AMS 
avec un plant de maYs restaurateur de la fertilite comprenant dans son 
genome un gene de restauration de la' fertilite lie a un marqueur de 

30 phenotype "petit grain", 

b) realiser un genotypage des semences obtenues par le croisement selon 

l'etape a), 

c) autofeconder les plants de maYs issus des semences genotypees selon 
l'etape b) 



d) selectionner !es semences homozygotes pour le transgdne AMS et 
heterozygoses pour le gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", 

e) autofeconder des plants de mats issus de semences selon I'etape d), 

f) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS. 

6. Procede de production de semences de maTs homozygotes pour un transgene 
AMS, comprenant les etapes consistant £ : 

a) autofeconder des plants de maTs issus de semences selon la revendication 3, 

b) selectionner des semences homozygotes pour un transgene AMS. 

7. Proc6de selon Tune des revendications 1, 2 et 4 a 6, caracterise en ce qu'au 
moins une etape de selection comprend ('utilisation d'une table densimetrique ou 
d'un systeme de flottaison. 

8. ; Procede de production d'une semence heterozygote pour un transgene AMS 
comprenant le crotsement d'un plant de mais issu d'une semence homozygote pour 
un transgene AMS, susceptible d'etre obtenue par le procede selon Tune des 
revendications 4 a 7, avec un plant de mais de genotype sauvage. 

9. Procede de production d'une semence heterozygote pour un transgene AMS, 
caracterise en ce que le procede selon Tune des revendications 4 a 7 comprend en 
outre le croisement d'un plant de mais issu de ladite semence homozygote pour un 
transgene AMS avec un plant de mats de genotype sauvage. 

10. Procede selon Tune des revendications 1, 2 et 4 a 9, dans lequel ie plant de 
maTs comprenant un transgene AMS conferant la sterilite mfile nucleaire artificielle 
est caracterise en ce que le transgene codant la barnase est compris dans une 
cassette d'expression, sous le controle d'un promoteur specifique de la 
pollenogenese, notamment un promoteur sp6cifique de Tanth&re tel que pA3, pA6, 
pA9, pTA29, ou du promoteur Mac2, et du terminateur 3'CaMV ou 3'Nos, lie 
g§netiquement a un gene codant un agent de selection sous le controle du 
promoteur Actine-intron actine et du terminateur 3'CaMV ou 3'Nos. 
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1 1 . Precede selon la revendication 10, caracterise en ce que ledit promoteur est le 
promoteur specifique de la pollenogen^se pA9. 

12. Procede selon Tune des revendications 10 ou 11, caracterise en ce que ledit 
gene codant uri agent de selection est choisi parmi le gene bar qui confere la 
resistance a I'herbicide Basta® et le gene Nptll qui confere la resistance a la 
kanamycine, ledit gene etant compris a I'interieur de ('element transposable Ds. 

13. Cassette d'expression comprenant un gene restaurateur de la fertilite lie 
genetiquement a au moins un gene codant un phenotype 'petit grain', associes a des 
elements permettant leur expression dans les cellules vegetales, notamment un 
promoteur et un terminateur de transcription. 

14. Cassette d'expression selon la revendication 13, caracterisee en ce que ledit 
gene restaurateur de la fertilite est le gene barstar place sous le controle d'un 
promoteur specifique de la pollenogenese, notamment un promoteur specifique de 
I'anthere tel que pA3, pA6, pA9, pTA29, ou du promoteur Mac2, et du terminateur 
3'CaMV ou 3'Nos, lie genetiquement a un gene codant un agent de selection sous le 
controle du promoteur Actine-intron actine et du terminateur 3'CamV ou 3'Nos. 

15. Cassette d'expression selon la revendication 13 ou 14, caracterisee en ce que 
ledit gene codant un phenotype 'petit grain' est choisi parmi les genes shrunken 2 et 
brittle 2 en orientation antisens. 

16. Cassette d'expression selon I'une quelconque des revendications 13 a 15, 
caracterisee en ce que le promoteur associe au gene codant un phenotype 'petit 
grain" est choisi parmi les promoteurs HMWG et B32. 

17. Cassette d'expression selon I'une quelconque des revendications 13 a 16, 
caracterisee en ce que ledit terminateur est choisi parmi le terminateur 3'Nos et le 
terminateur 3'CaMV. 

18. Vecteur, notamment plasmide, caracterise en ce qu'il contient au moins une 
cassette d'expression telle que decrite dans I'une des revendications 10 a 17. 




19. . Hote cellulaire, notamment bacterie telle que Agrobacterium tumefaciens, 
transforme par un vecteur selon la revendication 18. 

5 20. Cellule de maTs transformee par un au moins un vecteur selon la 
revendication 19. 



21 . Plant de maTs restaurateur de la fertilite caracterise en ce qu'il comprend dans 
son genome un gene restaurateur de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit 

10 grain". 

22. Plant de maTs homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain", 
obtenu a partir d'une semence selon la revendication 3. 

15 

23. Procede de multiplication d'un plant de maTs homozygote pour un transgene , 
AMS et heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de y 
phenotype "petit grain", comprenant les etapes consistant a : * 

;( a) autofeconder des plants de maTs homozygotes pour un transgene AMS et ; 

20 heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie & un marqueur de 

ph§notype "petit grain", susceptibles d'etre obtenus par le procede selon Tune 
des revendications 1 ou 2, 
b) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS et de 
phenotype "petit grain ", 

25 c) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertility lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" obtenues par autofecondation des plants de maTs 
obtenus a partir des semences obtenues selon I'etape b). 



30 24. Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que Tetape b) comprend 
Putilisation d'une table densimetrique ou d'un systeme de flottaison. 



• m 



19. Hote cellulaire, notamment bacterie telle que Agrobacterium tumefaciens, 
transforme par un vecteur selon la revendication 18. 

5 20. Cellule de maTs transformee par un au moins un vecteur selon la 
revendication 18. 

21 . Plant de maTs restaurateur de la fertilite caracterlse en ce qu'il comprend dans 
son genome un gene restaurateur de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit 

10 grain". 

22. Plant de maTs homozygote pour un transgene AMS et heterozygote pour un 
gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain", 
obtenu a partir d'une semence selon la revendication 3. 
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23. Procede de multiplication d'un plant de maTs homozygote pour un transgene 
AMS et heterozygote pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", comprenant les etapes consistant a : 

a) autofeconder des plants de maTs homozygotes pour un transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain", susceptibles d'etre obtenus par le procede selon I'une 
des revendications 1 ou 2, 

b) selectionner des semences homozygotes pour le transgene AMS et de 

phenotype "petit grain ", 

c) selectionner les semences homozygotes pour le transgene AMS et 
heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un marqueur de 
phenotype "petit grain" obtenues par autofecondation des plants de maTs 
obtenus a partir des semences obtenues selon I'etape b). 
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24. Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que I'etape b) comprend 
I'utilisation d'une table densimetrique ou d'un systeme de flottaison. 
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25. Kit pour la mise en oeuvre du procede selon la revendication 23 ou 24, 
caracterise en ce qu'il comprend des semences de ma'fs homozygotes pour un 
transgene AMS et heterozygotes pour un gene de restauration de la fertilite lie a un 
marqueur de phenotype "petit grain", et des oligonucleotides specifiques du 
transgene I'AMS utiles en tant qu'amorces pour la detection par PCR des semences 
homozygotes pour un transgene AMS et heterozygotes pour un gene de restauration 
de la fertilite lie a un marqueur de phenotype "petit grain". 
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LiISTE DE SEQUENCES 

<110> BIOGEMMA 

<120> Nouveau procede de production de semences hybrides de 
mais 

<130> BFF 01/0576 

<140> 
<141> 

<160> 14 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 

<400> 1 

ccggatccat gtgacagaca gtgtta 



<210> 2 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 

<400> 2 

aagcccggga cttgtactaa ctgtttc 



<210> 3 

<211> 27 

<212> ADN 

<213> S6quence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 

<400> 3 

tatdggatcc aaatcataag aaaggag 



<210> 4 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 



<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
PCR 

<400> 4 

gaagatctat attgttcatc ccattg. 



<210> 5 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
PCR 

<400> 5 

gcacccggga ggagatatgc agtttg 



<210> 6 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
PCR 

<400> 6 

gactgcagca caaatggtca ag 



<210> 7 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence art if icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
PCR 

<400> 7 

tatcggatcc aaatcataag aaaggag 



<210> 8 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
PCR 

<400> 8 

gaagatctat attgttcatc ccattg 



<210> 9 
<211> 22 



<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 

<400> 9 

tagacattgt aggttggttt tg 



<210> 10 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> . 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 

<400> 10 

gcacaggtta tcaacacgtt tgac 



<210> 11 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 

<400> 11 

atccggccat ttctgaagag aa 



<210> 12 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 

<400> 12 

tctagttact tcataagttt tg 



<210> 13 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 

<400> 13 

ttgcgggttt gtgtttccat attg 
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<210> 14 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
PCR 



<400> 14 

attgataagg ggttattagg gg 
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